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1. Allgemeiner Teil 
 
1.1 Hoffnungsträger neurale Stammzellen 
 
„Neurologische Beschwerden entwickeln sich zu regelrechten Volkskrankheiten... Neue Op-
tionen eröffnet möglicherweise die Stammzellentherapie…“. Mit diesen Worten wies Prof. 
Dr. Gerard Said, Generalsekretär der Organisation der Europäischen Neurologen Gesellschaft 
(ENS) auf die Stammzelltherapie als viel versprechenden Lichtblick für Patienten mit neuro-
logischen Schäden hin (16. Jahrestagung der ENS, Lausanne / Schweiz, 2006).  
 
Wie bisherige klinische Studien aber zeigen, ist die Komplexität der Mechanismen und 
Wechselwirkungen zwischen Stammzellen und Empfängergewebe bei der Stammzelltrans-
plantation noch nicht vollständig erfasst, um sie als Therapieoption routinemäßig bei neurolo-
gischen Erkrankungen anbieten zu können (Wechsler, 2009; Roh et al., 2008; Orlacchio et al., 
2010). So bildete sich bei einem neunjährigen Jungen, der an Ataxia teleangiectasia erkrankt 
war, nach einer Stammzelltransplantation ein bösartiger Tumor (Amariglio et al., 2009). Ge-
genüber einer Firma, die auch neurologisch erkrankten Patienten Stammzellen aus dem eige-
nen Knochenmark transplantierte, wurde im April 2011 eine Untersagungsverfügung ausge-
sprochen. Sie bot wissenschaftlich nicht ausreichend nachgewiesene Therapien an, die bei 
zahlreichen Patienten zu erheblichen Nebenwirkungen führten (Deutsche Gesellschaft für 
Neurologie, 2011). 
 
In der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit wurden verschiedene Faktoren untersucht, die 
auf transplantierte adulte, neurale Stammzellen Einfluss nehmen. Zum einen wurde analysiert,  
inwiefern sich die Menge an Stammzellen auf das Überleben und Integration des Transplan-
tats auswirkt. Zum anderen betrachtete man verschiedene Arten von Läsionen, um herauszu-
finden, inwieweit lokale Voraussetzungen das Überleben der Transplantate begünstigen. Als 
relevanter Faktor wurde auch die Entzündungsreaktion bei einer Gewebsschädigung mit ein-
bezogen. Man untersuchte Transplantate und die Abwehrreaktion durch Mikroglia unter ent-
zündungshemmenden Medikamenten wie Indomethazin und Minocyclin.  
 
Ziel dieser Arbeit war es, neue Hinweise zu erbringen, welche Umgebungsparameter unter-
stützend auf die Transplantation von neuralen Stammzellen wirken. 
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1.2. Neurale Stammzellen und Neurogenese in der adulten SVZ 
 
Neurale Stammzellen (NSC) sind undifferenzierte Zellen, die aus dem Nervensystem ent-
springen und neurales Gewebe hervorbringen. Sie stammen von pluripotenten Stammzellen, 
auch Embryonalstammzellen genannt, ab. Die neuralen Stammzellen haben aufgrund ihrer 
Multipotenz die Möglichkeit, durch symmetrische Teilung (d. h. es entstehen zwei identische 
multipotente Zellen) ihre Zellanzahl aufrecht zu erhalten. Ebenso können sie sich durch 
asymmetrische Zellteilung (d. h. es bleibt die multipotente Stammzelle erhalten und eine neue 
neurale Vorläuferzelle entsteht) in eine höhere Differenzierungsstufe, d. h. in neurale oder 
gliale Vorläuferzellen, entwickeln. Diese neuralen Vorläufer- oder Progenitorzellen besitzen 
ein eingeschränktes Reproduktions- und Differenzierungspotential. Sie differenzieren sich 
entweder, falls von neuralen Vorläuferzellen stammend, zu Neuronen, oder, falls aus glialen 
Vorläuferzellen entspringend, zu Gliazellen, welche sich weiter in Astrozyten und 
Oligodendrozyten einteilen lassen (Gage, 2000; Tramontin et al., 2003; zusammengefasst in 
Picard-Riera et al., 2004).  
 
Bereits in den 1960ern beschrieb Altman, dass nicht nur im fetalen, sondern auch im entwi-
ckelten adulten Gehirn Neurogenese, d. h. Neubildung von Nervenzellen, stattfindet (Altman 
und Das, 1965 und 1966; zusammengefasst in Mackowiak et al., 2004). Weitere Forscher-
gruppen bestätigten diese Entdeckung. So konnte adulte Neurogenese bei Spezies wie Maus, 
Ratte, Kaninchen, Primaten und im menschlichen Gehirn nachgewiesen werden (Altman und 
Das, 1965 und 1966; Eriksson et al., 1998; Kempermann et al., 1997; Guéneau et al., 1982; 
Gould et al., 1999; zusammengefasst in Mackowiak et al., 2004). 
 
Bisher hat man zwei wesentliche Orte der Neurogenese im adulten Gehirn von Säugetieren 
entdeckt: Die Subgranuläre Zone (SGZ) des Gyrus Dentatus im Hippocampus sowie die Sub-
ventrikuläre Zone (SVZ) des lateralen Ventrikels mit Bulbus Olfactorius (OB) (Cameron et 
al., 1993; Luskin, 1993; Gritti et al., 2002; zusammengefasst in Temple et al., 1999, Alvarez-
Buylla und Garcia-Verdugo, 2002, Okano, 2002 und Alvarez-Buylla et al., 2002). Die SVZ 
bildet dabei die größte Ansammlung neuraler Stammzellen im adulten Säugetiergehirn 
(Doetsch et al., 1999 und 2002). In geringerer Anzahl sind sie aber auch in nicht-neurogenen 
Regionen des Gehirns wie z. B. Septum, Striatum, Corpus callosum, Cortex (Palmer et al., 
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1995; zusammengefasst in Mackowiak et al., 2004) und Rückenmark (Weiss et al., 1996; zu-
sammengefasst in Mackowiak et al., 2004) gegenwärtig. 
 
Die Architektur der adulten SVZ ist aus bisher vier identifizierten Zellarten aufgebaut: Zah-
lenmäßig am häufigsten in der reifen SVZ vertreten sind die Neuroblasten, die dem Zelltypus 
A (PSA-NCAM und TUJ1 positiv) (Lim et al., 1999; Doetsch et al., 1997) zugeordnet sind.  
Sie bilden untereinander Ketten und wandern entlang eines Netzwerkes aus sogenannten Typ 
B-Zellen, die ultrastrukturelle Charakteristica von Astrozyten aufweisen (GFAP positiv) und 
den rostralen migratorischen Strom („rostral migratory stream“, RMS) darstellen, zum Riech-
kolben (Bulbus Olfactorius, OB). Dort angekommen, differenzieren sich die Neuroblasten 
(Typ-A-Zellen) zu Interneuronen (Doetsch et al., 1997). Man kann dabei zwischen 
GABAergen granulären Interneuronen sowie dopaminergen periglomerulären Interneuronen 
unterscheiden (Betarbet et al., 1996; zusammengefasst in Kuhn et al., 2001).  
 
Die astrozytenähnlichen B-Zellen können anhand ihrer Lokalisation weiter untergliedert wer-
den: B-Zellen, die Kontakt zu Ependymzellen, d. h. Zellen, die die Innenfläche des Ventrikels 
auskleiden, haben, gehören zum B1-Typ. Dagegen werden B-Zellen ohne Ependymkontakt 
als B2-Zellen bezeichnet (Doetsch et al., 1997). Typ-C-Zellen teilen sich rasch und füllen, in 
kleine Zellnester angeordnet, die Lücken des Zellnetzwerkes aus Typ-A- und B-Zellen aus. 
Die Grenze zwischen SVZ und lateralem Ventrikel bilden zilientragende Ependymzellen 
(Typ-E-Zellen). Altman vermutete zunächst, dass die Ependymzellen die eigentlichen 
Stammzellen sind (Altman, 1961; zusammengefasst in Doetsch et al., 1999). Diese Annahme 
konnte durch in vivo und in vitro Studien widerlegt werden.  Man beobachtete, dass sich die 
astrozytären B-Zellen zu den C-Zelltypen entwickelten, welche sich im Laufe der Differenzie-
rung zu A-Zellen verwandelten (Doetsch et al., 1999). 
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Abb. 1:  Adulte Neurogenese in der SVZ:        
 A) Koronarschnitt durch das adulte Mäusegehirn. Der laterale, mit Liquor gefüllte Ventrikel (LV) mit 
der angrenzenden SVZ wird in B) dargestellt.       
 B) Vergrößerter Ausschnitt des lateralen Ventrikels mit SVZ. B-Zellen (dunkelblau) werden als die 
astrozytären Stammzellen der SVZ angesehen; darunter sind einige durch Zilien in Kontakt mit dem 
Ventrikellumen. Aus B-Zellen entwickeln sich die sich rasch teilenden C-Zellen (grün). Daraus entste-
hen Neuroblasten des A-Zelltyps (rot), die entlang des RMS zum Bulbus Olfactorius migrieren. Dort 
angekommen, differenzieren sie sich zu Interneuronen. Zilien tragende Ependymzellen (grau) kleiden 
die Ventrikelwand aus. Als Produzenten von neurophilen Faktoren (z. B. Noggin) spielen sie eine wich-
tige Rolle in der neurogenen Zone. Ebenfalls dargestellt sind Blutgefäße (BV, pink) mit perivasculären 
Makrophagen (punktartig) und einer Basallamina (BL, gelb), die mit den SVZ-Zellen eng in Kontakt 
steht.          
 C) Zelllinie der SVZ. B-Zellen wirken unter hoher EGF-Konzentration als selbst-reproduzierende 
Stammzellen der SVZ. Sie differenzieren sich zu C-Zellen, welche sich weiter zu neuroblastischen A-
Zelltypen entwickeln (Alvarez-Buylla & Lim, 2004). 
 
 
                
 
a)         b) 
Abb. 2: a) Schematischer Sagittalschnitt des Neocortex (NC) einer adulten Ratte (links Bulbus Olfactorius OB,
 rechts Kleinhirn CB, zentral Corpus callosum cc) mit Einzeichnung des RMS. Die SVZ entlang des 
 lateralen Ventrikels (LV, blau) gilt als Ausgangspunkt der neuroblastischen A-Zellen. Diese Zellen
 migrieren in kettenartigem Verbund (rote Linien) entlang des RMS zum Bulbus Olfactorius (OB).  Dort
 angekommen, verteilen sich die jungen Neurone (rote Punktlinien) und differenzieren sich zu granulä-
 ren und periglomerulären Interneuronen. (Alvarez-Buylla & Garcia-Verdugo, 2002)  
b) Neugebildete Neurone (gelb) wandern in kettenartiger Anordnung (rot) von der SVZ ausgehend
 entlang des RMS zum Bulbus Olfactorius (OB). Dabei teilen sich die A-Zelltypischen Neurone mito-
tisch (unten rechts). Sie werden eingehüllt von astrozytären Gliazellen (blau), welche über Zellausläufer 
Kontakt zu Blutgefäßen besitzen (unten) (Alvarez-Buylla & Garcia-Verdugo, 2002). 
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1.3 Einflussfaktoren auf die Neurogenese 
 
Die Entstehung von Neuronen aus Progenitorzellen ist ein außerordentlich komplexer Vor-
gang, auf den viele verschiedene Faktoren Einfluss nehmen. Die Intensität der Neurogenese 
wird durch z. B. Alter, physischen und psychischen Stress, Genetik, Wachstumsfaktoren, 
Neurotransmitter, Hormone, Signalmoleküle sowie Medikamente reguliert (Mackowiak et al., 
2004). 
 
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass insbesondere das umgebende Gewebe 
(Microenvironment), bestehend aus extrazellulärer Matrix und freien Signalmolekülen, einen 
entscheidenden Einfluss auf die adulte Neurogenese und Differenzierung von Neuronen hat 
(Lim et al., 2000; Gage, 2000; Mercier et al., 2002; zusammengefasst in Alvarez-Buylla und 
Lim, 2004).  
 
So steht die an die SVZ angrenzende Laminin- und Kollagen-1-reiche Basallamina von Blut-
gefäßen mit sämtlichen Zellarten der SVZ, vor allem mit Typ-B-Zellen, über Zellausläufer in 
Verbindung. Aufgrund dieses engen Zellkontaktes haben Mercier und Kollegen vermutet, 
dass die Basallamina wichtige, von der Matrix produzierte Signalstoffe (Cytokine und Wachs-
tumsfaktoren) moduliert, konzentriert und somit die Neurogenese mit beeinflussen kann 
(Mercier et al., 2002; zusammengefasst in Alvarez-Buylla und Lim, 2004).  
 
Ebenso wird ein Zusammenhang zwischen der Vaskulogenese und Neurogenese im adulten 
Gehirn vermutet. Blutgefäße liegen in unmittelbarer Nachbarschaft zur Basalmembran und 
den daran angrenzenden Astrozyten (Mercier et al., 2002; zusammengefasst in Alvarez-
Buylla und Lim, 2004). Shen et al. fanden heraus, dass Endothelzellen Signalmoleküle sezer-
nieren. Diese fördern in vitro die Selbsterneuerung und Neurogenese von NSC (Shen et al., 
2004; zusammengefasst in Wurmser et al., 2004).  
 
Im Folgenden werden einige wichtige Botenstoffe, die vom Microenvironment produziert 
werden und Einfluss auf die adulte Neurogenese im Säugetiergehirn nehmen, beschrieben:  
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1.3.1. BMP 
 
Während der Gehirnentwicklung fördern BMPs (Bone morphogenetic proteins) die Differen-
zierung von Vorläuferzellen zu Astrozyten auf Kosten von Neurogenese und 
Oligodendrogliogenese in der SVZ. Später produzieren adulte SVZ Zellen selbst BMP und 
BMP-Rezeptoren. Noggin, ein BMP-Antagonist, wird in ependymalen Zellen gebildet und 
neutralisiert den inhibitorischen Effekt von BMPs auf die SVZ-Neurogenese sowohl in vitro 
als auch in ektopen Gebieten in vivo (Lim et al., 2000; zusammengefasst in Alvarez-Buylla 
und Lim, 2004).  
 
1.3.2. VEGF 
 
Als angiogenetischer Wachstumsfaktor besitzt VEGF (vascular endothelial growth factor) 
zudem auch neurotrophe und neuroprotektive Eigenschaften unter in vivo und in vitro Bedin-
gungen. Wurde VEGF intraventrikulär injiziert, erhöhte sich die Proliferationsrate von SVZ-
Vorläuferzellen (Jin et al., 2002; zusammengefasst in Alvearez-Buylla, 2004). Sun et al. si-
mulierten eine cerebrale Ischämie mittels Verschluss der Arteria media cerebri. Der verur-
sachte Sauerstoffmangel bewirkte eine vermehrte lokale Bildung von VEGF. Auch die exter-
ne in vivo Injektion von VEGF (intraventrikulär) in eine Ischämieregion verbesserte die Über-
lebensfähigkeit der neu gebildeten Nervenzellen und verringerte somit das Infarktgebiet (Sun 
et al., 2003). 
 
1.3.3 Erythropoetin 
 
Hypoxie induziert neben der vermehrten Produktion von VEGF auch eine verstärkte Bildung 
von Erythropoetin (EPO). Wie Shingo et al. zeigten, produzieren NSC in vitro unter 
hypoxischer Kulturbedingung zwei bis dreimal mehr Neurone bei einer gleichzeitig erhöht 
gemessenen Genexpression an EPO. Diese verstärkte Neurogenese konnte durch EPO-
Antikörper neutralisiert werden. 
Durch die intraventrikuläre Infusion von EPO werden in vivo die EPO-Rezeptoren von EGF-
sensitiven NSC aktiviert. Ihre Anzahl vermindert sich in der SVZ, während die migrierenden 
Zellen und Interneurone des Bulbus Olfactorius zunehmen. Bei Zugabe von Anti-EPO-
Antikörper erhöht sich dagegen wieder die Anzahl der EGF-sensitiven NSC. Die migrieren-
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den Zellen sowie die Interneurone werden weniger. Auch in vivo zeigt sich somit eine ver-
stärkte Bildung von ausgereiften Nervenzellen unter EPO (Shingo et al., 2001). 
1.3.4 Shh, Smo 
 
Ein weiteres Signalmolekül, das die Proliferation und adulte Neurogenese in der SVZ fördert, 
ist das Sonic hedgehog (Shh). Wird dessen Signalübertragung gehemmt oder stimuliert, sinkt 
oder erhöht sich die Proliferation von NSC in der adulten SVZ. Fehlt der Shh-Korezeptor 
Smoothened (Smo), sinkt die Proliferation von NSC in der SVZ (Machold et al., 2003; Lai et 
al., 2003; zusammengefasst in Goh et al., 2003). Man nimmt an, dass Shh die Proliferation 
und das Überleben der sich rasch teilenden Typ-C-Zellen in der SVZ unterstützt (Machold et 
al., 2003; zusammengefasst in Alvarez-Buylla und Lim, 2004). 
 
1.3.5 Wachstumsfaktoren EGF, FGF-2 
 
Während EGF (Epidermal growth factor) und FGF-2 (Fibroblast growth factor 2) keinen Ein-
fluss auf die Proliferation der hippocampalen Stammzellen aufweisen können, fördern sie in 
vitro und in vivo die Zellteilung der Stammzellen der adulten SVZ (Kuhn et al., 1997). Um zu 
verstehen, wann die einzelnen Faktoren wirken, ist es wichtig, die Entwicklung des Nerven-
systems zu kennen. FGF-2 sensitive NSC treten in vivo am 8,5. Embryonaltag auf. Aus diesen 
entsteht durch asymmetrische Zellteilung zwischen dem 11. und 13. Embryonaltag eine neue, 
EGF-sensitive Zellpopulation (Tropepe et al., 1999; zusammengefasst in Okano, 2002). 
 
 1.3.5.1 EGF 
 
In vitro formieren sich SVZ-Zellen unter Einfluss von EGF zu neurosphärischen Zellaggrega-
ten. Mit der Eigenschaft der Multipotenz besitzen sie eine geringe Zelldifferenzierung und 
erhalten ihre Zellanzahl durch symmetrische Mitose (Gage et al., 1995; zusammengefasst in 
Kuhn et al., 1997). Auch die intraventrikuläre Infusion von EGF erhöht die Zahl neu gebilde-
ter Zellen in der SVZ in vivo. Dabei entspricht die Mehrheit der EGF-sensitiven Zellen den 
hochmitotischen Typ-C-Zellen der adulten SVZ. Unter Einfluss von EGF stellen die Typ-C-
Zellen die Bildung von Neuroblasten (Typ-A-Zellen) ein und beginnen, sich proliferativ und 
invasiv auszubreiten (Doetsch et al., 2002). Dabei erhöht sich die Dichte an neu entstandenen 
Zellen in der SVZ um ein Neunfaches. Vor allem im medialen und posterioren Abschnitt der 
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SVZ werden neue Vorläuferzellen gebildet. Zusätzlich werden im angrenzenden Gewebe von 
Striatum, Cortex und Septum neu gebildete Zellen vorgefunden. Dies kann zum einen durch 
die Migration der SVZ-Zellen, zum anderen durch die Stimulation von lokalen Stammzellen 
erklärt werden (Kuhn et al., 1997). Im Gegensatz zur SVZ vermindert sich die Zellzahl im 
RMS. Schließlich hat sich auch am OB, dem Zielort der migrierenden Progenitorzellen, die 
Neubildung von Nervenzellen vermindert und das Wachstum von Astrozyten erhöht (Kuhn et 
al., 1997). 
 
1.3.5.2 FGF-2 
 
Wie EGF erhöht auch das Wachstumshormon FGF-2 (Fibroblast growth factor 2) nach mehr-
fachen intraventrikulären Injektionen die Zahl der SVZ-Progenitorzellen (Hyperplasie) in 
vivo, wobei das Ausmaß deutlich geringer ausfällt als unter Einfluss von EGF. Unter FGF-2 
verringert sich  die Zellmenge im RMS. Im Gegensatz zu EGF lässt FGF-2 im OB vier Wo-
chen nach Beendigung der Infusionen die Zahl an neu gebildeten Zellen, vornehmlich Neuro-
nen, ansteigen (Kuhn et al., 1997).  
 
Gritti und Kollegen fanden heraus, dass Vorläuferzellen aus der adulten SVZ Rezeptoren so-
wohl für EGF als auch für FGF-2 exprimieren. Somit können sie von beiden Wachstumsfak-
toren beeinflusst werden, wobei sich die totale Zellzahl in vitro nicht unterscheidet. Lediglich 
fördert EGF eine schnellere Expansion der Zellen als FGF-2. In Gegenwart beider Faktoren 
vermehren sich die Zellen stärker als in Anwesenheit der einzelnen Faktoren nacheinander, 
wobei die Reihenfolge, ob zuerst EGF oder FGF-2 beigegeben wird, unbedeutend ist (Gritti et 
al., 1999). 
 
1.3.6 TGF-α 
 
Ähnlich wie FGF-2, bewirkt TGF-α (Transforming growth factor α) die Differenzierung der 
NSC in der SVZ zu Neuronen in vivo. Nach Läsionierung der Substantia nigra und 
intracerebraler Infusion von TGF-α proliferieren SVZ-Vorläuferzellen verstärkt und migrieren 
zur Infusionsstelle. Bei Verhaltenstests ist ein verbessertes Funktionalitätsvermögen der Tiere 
beobachtet worden (Fallon et al., 2000; zusammengefasst in Picard-Riera et al., 2004). 
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1.3.7 BDNF 
 
Als weiterer Botenstoff steht zunehmend BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) im Visier 
der Forschung. Als Mitglied der Neurotrophine wird er mit der Entstehung von neurologi-
schen und psychiatrischen Erkrankungen sowie der Einflussnahme auf Gedächtnis und Lern-
vermögen in Verbindung gebracht (zusammengefasst in Binder und Scharfman, 2004). 
Durch intrahippocampale Infusion von BDNF über einen Monat ist dort die Bildung von Neu-
ronen in adulten Ratten angeregt worden (Scharfman et al., 2005). Eine intraventrikuläre Ver-
abreichung fördert die neuronale  Zellproliferation im Bulbus Olfactorius (Zigova et al., 
1998). Petridis et al. konnten zeigen, dass BDNF dosisabhängig unterschiedlich auf SVZ-
Stammzellen einwirkt. Physiologische Konzentrationen des Faktors (1 ng / ml) fördern die 
Migration von SVZ-Zellen in vitro, während die zehnfache Dosis die Zelldifferenzierung un-
terstützt (Petridis et al., 2011). 
 
1.4 Transplantation von adulten neuralen SVZ-Stammzellen 
1.4.1 Therapievorteile von adulten neuralen Stammzellen 
 
Wie die aktuell geführte Diskussion über die Präimplantationsdiagnostik zeigt, regulieren 
ethische und politische Aspekte die Forschung und klinische Therapie mit pluripotenten Emb-
ryonalstammzellen im ausgeprägten Umfang. Die medizinische Forschung setzt daher große 
Hoffnung in die Anwendung von adulten neuralen Stammzellen. Zum einen können diese 
Stammzellen auch im Erwachsenenalter durch eine Biopsie gewonnen und autolog transplan-
tiert werden (Andres et al., 2008). Dadurch ergibt sich die Möglichkeit zur Minimierung des 
immunologischen Reaktionspotentials mit dem Verzicht auf eine längerfristige, wenn nicht 
sogar lebenslange, Einnahme von Immunsuppressiva für den Patienten. Zum anderen weisen 
sie ein geringeres Entartungspotential auf als Embryonalstammzellen und erhöhen die dauer-
hafte Rehabilitationsfähigkeit des Empfängers (Richardson et al., 2004; Rohwedel et al., 
2001; zusammengefasst in Bottai et al., 2003). Neben der exogenen Methode, d. h. dass adulte 
NSC biopsiert, kultiviert und reimplantiert werden, gibt es auch einen endogenen Therapiean-
satz. Hier werden körpereigene Stammzellen nach Gewebeschädigung in vivo durch Behand-
lung mit verschiedenen Faktoren, wie unter 1.3. beschrieben, zum Wachstum und Zellersatz 
angeregt (Haas et al., 2005). 
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1.4.2 Bisherige Forschungsergebnisse 
 
Der Einsatz von adulten NSC konzentriert sich derzeit vor allem auf präklinische labor- und 
tierexperimentelle und nur vereinzelt auf klinische Studien (Haas et al., 2005; Matsukawa et 
al., 2009; Roh et al., 2008; Kim und de Vellis, 2009).  
 
Herrera et al. zeigten in Transplantationsversuchen, dass nicht-manipulierte adulte neurale 
Vorläuferzellen aus der SVZ lediglich im Umgebungsgebiet des Bulbus Olfactorius (OB) 
ausreichend migrierten und sich differenzierten. In den meisten anderen Regionen des adulten 
Gehirns besaßen sie dafür nur eine begrenzte Fähigkeit. Es wurden exzitotoxisch läsionierten 
adulten Mäusen (durch Kainsäure, ein pflanzliches Strukturanalogon der Glutaminsäure) uni-
lateral Stammzellgewebe in Striatum, Cortex, Hippocampus und OB transplantiert. Die 
Transplantate im OB überlebten sowohl in den läsionierten als auch in den nicht-läsionierten 
Kontrolltieren, migrierten und proliferierten zu Interneuronen. Im Gegensatz dazu verteilten 
sich die Zellen im Striatum und Cortex nur zu einem begrenzten Ausmaß und differenzierten 
sich zu Astrozyten. Im Hippocampus, einem natürlichen neurogenen Ort des ausgereiften Ge-
hirns, zeigten die transplantierten Zellen ebenfalls ein geringeres Migrations- und Differenzie-
rungsverhalten. Man nahm an, dass dieses Umgebungsgewebe die Migration der Stammzellen 
zu gering unterstützt hat (Herrera et al., 1999). Eine weitere Ursache für die fehlende Diffe-
renzierung im Hippocampus war möglicherweise, dass das kompakte Transplantatgewebe den 
Kontakt mit den lokalen Signalmolekülen verhinderte (Lim et al., 2002).  
 
Im Gegensatz zu adulten SVZ-Stammzellen differenzierten sich und migrierten native neona-
tale SVZ-Stammzellen in verschiedene Regionen adulter Empfängergehirne, z. B. OB, Cortex 
oder Striatum (Doetsch und Alvarez-Buylla, 1996;  Lim et al., 1997; Luskin et al., 1997; zu-
sammengefasst in Zhang et al., 2003). Daraus schlussfolgerte man, dass andere Regionen des 
Gehirns, außer der OB, im Verlauf der Entwicklung die Fähigkeit verlieren, extrazelluläre 
Signale, die entscheidend für die Migration der adulten subventrikulären Progenitorzellen 
sind, zu produzieren. Diese Eigenschaft schrieb man lediglich dem Gewebe des OB zu. (Her-
rera et al., 1999).  
 
Diese Annahme von der herausragenden Stellung des OB konnten Kirschenbaum und Kolle-
gen widerlegen. Denn drei Wochen nach Entfernung des OB wurde eine Größenzunahme des 
RMS um 49,3%, nach drei Monaten um 50%, festgestellt. Zu beiden Zeitpunkten blieb die 
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Zelldichte im RMS konstant, sodass mit der Volumenzunahme proportional eine Steigerung 
der Gesamtzellzahl einherging. Bedingt war dies am ehesten durch ein Ungleichgewicht von 
Immigration und Emigration der neu gebildeten Zellen im RMS. Drei Wochen nach der 
Bulbektomie zeigte sich hinsichtlich des Anteils an apoptotischen Zellen kein Unterschied zu 
den Kontrolltieren. Erst drei Monate nach der Bulbektomie reduzierte sich der prozentuale 
Anteil an mitotischen Zellen signifikant um die Hälfte, während sich die apoptotischen Zellen 
verdoppelten. Am ehesten war dies durch eine gestiegene Zellzahl zu erklären. So wanderten 
neue Zellen in den RMS ein und vermehrten sich zunächst. Sie verließen diesen Ort aber nicht 
mehr und starben später ab. Der OB ist also nicht essentiell notwendig für die Proliferation 
und Migration von SVZ-Vorläuferzellen (Kirschenbaum et al., 1999). Inwiefern Signalfakto-
ren in der SVZ oder im OB gebildet werden, die die Migration der SVZ-Progenitorzellen len-
ken, stellt für die zukünftige Forschung ein wichtiges Aufgabenfeld zum Verständnis dieses 
komplexen Vorgangs dar. 
 
Eine weitere wichtige Beobachtung bezüglich des Wachstums und der Differenzierung von 
adulten SVZ-Zellen in heterotopen Gehirnarealen gelang Zhang et al.. Sie verwendeten adulte 
SVZ-Zellen der Ratte für die heterotope Transplantation in intaktes Striatum. Zuvor wurden 
die Zellen in einem mit FGF-2 angereicherten Medium für acht Tage kultiviert. FGF-2 be-
wirkte in vitro die Proliferation von neuronalen Progenitorzellen und die Bildung von Neuro-
nen. Vier Wochen nach der Transplantation fanden sich transplantierte Zellen bis zu einer 
Distanz von 1,5 mm im umgebenden striatalen Gewebe wieder. Im Gegensatz zu den nicht-
manipulierten Stammzellen differenzierten sich die mit FGF-2 behandelten Zellen vornehm-
lich zu striatalen Nervenzellen und nur wenige Zellen zu Astroglia (Zhang et al., 2003). Diese 
Resultate ließen annehmen, dass native adulte SVZ-Zellen, in heterotopes Gebiet transplan-
tiert, durch intrinsische oder extrinsische Faktoren gehindert werden, zu migrieren. Diese In-
hibition konnte durch spezielle in vitro-Vorbehandlung aufgehoben werden, sodass sich die 
Differenzierungsrichtung der Zellen veränderte (Fricker et al., 1999; zusammengefasst in 
Zhang et al., 2003). 
 
Neueste Forschungsergebnisse berichteten neben dem Zellersatz und die Funktionsübernahme 
auch über einen immunsuppressiven, neuroprotektiven und neurotrophischen Effekt von 
transplantierten NSC (zusammengefasst in Einstein et al., 2008). Nach intraventrikulärer 
Transplantation von neuralen Stammzellen wurde im experimentellen Model für autoimmune 
Enzephalitis (EAE) ein Rückgang der Gehirninflammation festgestellt (Einstein et al., 2003; 
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Pluchino et al., 2005; zusammengefasst in Einstein et al., 2008). Man vermutete eine verstärk-
te Apoptose unter bevorzugter Aktivierung von den weniger aggressiven T2-Helferzellen 
(Pluchino et al., 2005; zusammengefasst in Einstein et al., 2008). Die intravenöse Gabe von 
neuralen Stammzellen, welche nicht die Blut-Hirn-Schranke passierten, sondern sich in peri-
phere Lymphorgane niederließen und dort mit den T-Lymphozyten interagierten, verringerte 
die ZNS-Entzündungsreaktion. Es wurden durch die Anwesenheit der NSC weniger entzün-
dungsfördernde Cytokine (z. B. TNF-α) in den Lymphozyten gebildet (Lee et al., 2008; Ein-
stein et al., 2007; zusammengefasst in Einstein et al., 2008 und Pluchino et al., 2008). In ei-
nem Versuch mit Rückenmarksschädigung zeigten transplantierte Stammzellen eine 
neuroprotektive Wirkung auf das umgebende Gewebe. Sie reduzierten die Bildung von Nar-
bengewebe, welches die Kommunikation zwischen Transplantat und Empfängergewebe stör-
te. Zudem reduzierten sich die sekundären Schäden nach Läsionierung des Rückenmarks 
(Teng et al., 2002; zusammengefasst in Einstein et al., 2008). In einem weiteren Versuch 
zeigten Llado et al., dass transplantierte Stammzellen Motoneuronen in vitro vor 
exzitotoxischem Schaden bewahrten. Kulturen mit Motoneuronen wurden mit 
Threohydroxyaspartat (THA), einem Glutamat-Transporter-Inhibitor, versetzt. Nervenzellen 
starben ab. Durch Hinzufügen von NSC blieben die Neurone erhalten. Verantwortlich dafür 
wurde der sogenannte „Glial cell-line-derived neurotrophic factor“ (GDNF), ein neurotrophi-
scher Wachstumsfaktor, gemacht, welcher von den Stammzellen sezerniert wurde (Llado et 
al., 2004). 
 
Als Funktionalitätstest für transplantierte Stammzellen in der Inselrinde dient die konditio-
nierte Geschmacksaversion (CTA). Die Inselrinde ist der zuständige Gehirnbereich für die 
mnemonische Geschmacksvorstellung. Sie streckt sich rostrocaudal vom lateralen Frontalcor-
tex zur perirhinalen Rinde und dorsoventral vom ventralen Rand des somatomotorischen zum 
piriformen Cortex (Zilles, 1985; zusammengefasst in Bures et al., 1998). Die CTA ist ein an-
erkanntes Verfahren zur Überprüfung von Lern- und Gedächtnisvermögen von Nagetieren. 
Dabei lernen die Tiere, einen neuen Geschmack mit körperlichen Veränderungen wie Übel-
keit und Erbrechen zu verbinden und ihn zu vermeiden. Die intragastrische Verabreichung 
von Lithiumchlorid löst Übelkeit aus und bewirkt bei den Tieren eine Aversion gegen das mit 
Saccharin versetzte Wasser. Dieses Abwehrverhalten gegen das Saccharin-Wasser wird durch 
die Zerstörung des gustatorischen Cortex mittels der Elektroläsion im Bereich der Inselrinde 
ausgelöscht und die Trinkmenge steigt an. In einem Versuch mit Transplantation von homo-
topen fetalem Gewebe in die läsionierte Inselrinde wurde die CTA durchgeführt. Es zeigte 
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sich, dass die Tiere mit den Transplantaten die Fähigkeit zur Assoziation zwischen Ge-
schmacksrichtung und Übelkeit wiedererlernten und sich von den nicht-läsionierten Kontroll-
tieren nicht signifikant unterschieden (Bures et al., 1998). In einem weiteren Versuch wurde 
fetales occipitales, tectales Gewebe sowie Gewebe aus dem Inselrindenbereich in den 
läsionierten gustatorischen Neocortex transplantiert. Im Gegensatz zu den homotop transplan-
tierten Tieren erlangten die Tiere mit heterotopem Spendergewebe kein positives Ergebnis in 
der CTA. Histochemische Analysen ergaben, dass das fetale Gewebe im Empfänger weiter 
proliferierte und neuronale Verbindungen zum Spendergewebe aufbaute. Im Gegensatz dazu 
konnte sich das heterotop transplantierte Gewebe weniger gut integrieren und wurde durch 
das Entstehen von glialen Narben, Nekrosen und Vakuolen im Wachstum gehindert (Bures et 
al., 1998). 
 
1.4.4 Laboreigene Versuchsergebnisse 
 
Laboreigene CTA-Versuche zeigten, dass sich transplantierte adulte Stammzellen aus der 
SVZ im Empfängergewebe integrieren und differenzieren konnten. Die Versuchstiere erlang-
ten zum Teil die Fähigkeit wieder, sich an einem bestimmten Geschmack zu erinnern. Dabei 
wurden adulte Ratten im Bereich der Inselrinde elektrisch läsioniert und für die CTA getestet. 
Die läsionierten Tiere zeigten im Gegensatz zu Tieren mit intakter Inselrinde ein signifikant 
fehlendes Aversionsverhalten auf. Anschließend transplantierte man einem Teil von ihnen 
adulte, kultivierte SVZ-Stammzellen in den Bereich der Inselrinde. Eine weitere Gruppe er-
hielt embryonale Stammzellen aus der SVZ. Nach zwei Monaten wurde erneut die CTA 
durchgeführt. Während die läsionierten, nicht transplantierten Tiere weiterhin keine Aversion 
zeigten, erlangten die transplantierten Tiere teilweise die Fähigkeit des Aversionsverhaltens 
wieder. Histologische Analysen zeigten eine beachtliche Migration und Integration der trans-
plantierten Zellen in das Empfängergewebe, wobei die embryonalen die adulten Zellen über-
trafen (Piña et al., 2004).  
 
Um sich das unterschiedliche Integrationsverhalten der Transplantate erklären zu können, 
untersuchte man das Gewebe hinsichtlich der Aktivität und Verteilung der phagozytären Zel-
len, die im zentralen Nervensystem agieren. Die ED1-Färbung markiert aktivierte Mikroglia 
sowie aktivierte Makrophagen und Monozyten. Es zeigte sich, dass, je mehr ED1-positive 
Zellen sich in der Umgebung der Transplantate befanden, diese umso schlechter gewachsen 
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und im Empfängergewebe integriert waren. Dies fand man überwiegend bei den Tieren mit 
adulten NSC-Transplantaten. Eine bessere Integrität des Transplantats mit verminderter ED1-
positiven Zellanzahl wiesen die Versuchstiere mit embryonalem Transplantat auf (Piña et al., 
2004). 
 
1.5 Mikroglia  
1.5.1 Mikroglia und Gehirnschädigung 
 
Das Zentralnervensystem besteht aus Nervenzellen (Neurone) und speziellem Bindegewebe 
(Gliazellen, griech. glia= Leim). Die Gliazellen selbst werden in Makroglia, bestehend aus  
Astrozyten und Oligodendrozyten, und Mikroglia eingeteilt (Trepel, 1999). 
 
Über die Herkunft der Mikroglia wurde lange Zeit wissenschaftlich diskutiert. Del Rio-
Hortega beschrieb bereits 1932, dass Mikroglia aus der mesodermalen Makrophagen-Linie 
abstammt und im Gehirn als phagozytierende Zellen verweilt. Ihre Vorläuferzellen wandern 
während der embryonalen und perinatalen Entwicklung aus dem peripheren Blut ins Gehirn 
ein und verweilen dort für den Rest ihrer Existenz (Ling et al., 1980; zusammengefasst in 
Kim und de Vellis, 2005). 
 
Mikroglia erreicht verschiedene Aktivierungszustände. Sie kann ruhen, aktiviert oder sogar 
überaktiviert werden. Entsprechend des Aktivitätsstadiums verändert sie ihre phänotypischen 
und funktionellen Eigenschaften.  
 
Unter normalen, physiologischen Bedingungen befindet sich Mikroglia in einem ruhenden 
(quieszenten) Zustand. Sie besitzt viele Zellausläufer mit bis zu vier Teilungsgenerationen, so 
dass sich die Kontrollbereiche der einzelnen Zellen annähernd überlagern. Bisher nahm man 
an, diese Zellausläufer wären ebenso wie die von Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuro-
nen im Umgebungsgewebe fixiert. In vivo-Versuche von Nimmerjahn et al. und Davalos et al. 
zeigten unter der Verwendung eines gering invasiv arbeitenden transkranialen Mikroskops 
jedoch das Gegenteil. Während der Zellkörper an Ort und Stelle blieb, streckten und kontra-
hierten sich die Zellausläufer von quieszenter Mikroglia  kontinuierlich, so dass der Extrazel-
lularraum mehrmals täglich auf Signale für Zellschädigungen kontrolliert wurde (Nimmerjahn 
et al., 2005; Davalos et al., 2005; zusammengefasst in Raivich, 2005).  
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Als immunkompetente, antigenpräsentierende Zelle besitzt Mikroglia, entsprechend periphe-
ren immunkompetenten Zellen, verschiedene Oberflächenrezeptoren und -antigene. Zur Anti-
genpräsentation besitzt sie MHC I und II, β2-Integrin, Immunglobulin-Fcγ-Rezeptoren und 
das B7-Antigen (Williams et al., 1992; De Simone et al., 1995; zusammengefasst in Kim und 
de Vellis, 2005). Letzteres wird auf allen anderen im Organismus vorkommenden, voll im-
munkompetenten, antigenpräsentierenden Zellarten (Makrophagen, B-Zellen, T4-
Helferzellen, dendritische Zellen und Langerhanszellen) gefunden (June et al., 1994; zusam-
mengefasst in Kim und de Vellis, 2005). Seine Genexpression wird gefördert durch IL-2, IL-
4, IFN-γ und Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor. Die Bildung des B7-Antigens 
wird gehemmt durch antiinflammatorisches IL-10 (Azuma et al., 1993; Ding et al., 1993; zu-
sammengefasst in Kim und de Vellis, 2005).  
 
Mikroglia weist spezifische, einwärts gerichtete Kaliumkanäle auf, die in peripheren Makro-
phagen und anderen Gliazellen nicht vorhanden sind. Diese Eigenschaft macht Mikroglia 
empfindlich für einen extrazellulären Kaliumanstieg, der durch Zelltod oder neuronale Akti-
vierung bedingt wird (Kettenmann et al., 1990; zusammengefasst in Bruce-Keller, 1999). 
Folglich führt exzessive Stimulation von Nervenzellen zur Überstimulation von Mikroglia. 
Dies zieht eine mikrogliale Überproduktion an proinflammatorischen Cytokinen und folglich 
toxische Reaktionen und Zelltod nach sich (Hanisch, 2002).  
 
a)         b)  
Abb. 3: a) Normales Gehirnparenchym: Neurale Stammzellen der SVZ differenzieren sich entweder zu 
astrozytären oder neuronalen Vorläuferzellen, welche sich weiter zu granulären Nervenzellen entwi-
ckeln. 
b) Entzündliches Gehirnparenchym: Makrophagen des ZNS bzw. aus dem peripheren Blut dringen in 
das Gehirnparenchym ein und geben proinflammatorische Signalstoffe (z. B. TNF, Interleukine) an die 
Umgebung ab. Diese Cytokine, insbesondere IL-6, hemmen die Differenzierung der neuralen Stamm-
zellen zu Nervenzellen und begünstigen damit die vermehrte Neubildung von Astrozyten (Kempermann 
& Neumann, 2003). 
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Die Aktivierung von Mikroglia wird in mehreren Stufen eingeteilt:  
Bei Zellschädigung tritt neben Kalium auch Intrazellularsubstanz in den Extrazellularraum 
aus. Zellmembranlipide, intrazelluläre Purine (ATP, ADP, UTP) strömen aus und leiten 
Mikroglia direkt zu den zugrunde gegangenen Zellen (Nimmerjahn et al., 2005; Davalos et 
al., 2005; zusammengefasst in Raivich, 2005 und in Peterson und Dailey, 2004). Zudem pro-
duzieren geschädigte Nervenzellen Substanzen wie TNF-α, NO, IL-6, IL-1β und weitere 
Cytokine in stark erhöhten Konzentrationen (Fawcett et al., 1999; Polazzi et al., 2002) und 
aktivieren die entsprechenden Rezeptoren der Mikroglia. Diese proliferiert und wechselt vom 
ruhenden in den amöboiden Zustand über. Aktivierte Mikroglia besitzt ein amöbenartiges 
Aussehen mit rundlichem, sich vom Ort bewegenden, motilem Zellkörper mit sich strecken-
den und kontrahierenden Filopoden. Während Mikroglia von Chemokinen zum Verletzungs-
gebiet geleitet wird, schüttet sie selbst immunmodulierende Proteine, wie z. B. 
Histokompatibiltäts- und Komplementproteine, aus (Gehrmann et al., 1995; Streit et al., 
1989a, b; zusammengefasst in Bruce-Keller, 1999).  
 
Der nächste Schritt beinhaltet die Umwandlung der Mikroglia in vollständig immunkompe-
tente Makrophagen (Streit und Kreutzberg, 1988). Als Mitglied der Makrophagen-Linie pro-
duziert und sezerniert Mikroglia proinflammatorische, antiinflammatorische und immunmo-
dulierende Cytokine wie z. B. Interleukine (z. B. 1β, 6, 8, 10, 12, 13, 15), Interferone (IFN), 
TNF-α (Tumornekrosefaktor) und CSF (Kolonie-stimulierender Faktor) zur Regelung von 
Wachstum, Differenzierung und Aktivitäten (Hanisch, 2002; Kim und de Vellis, 2005; Shin et 
al., 2004). Außerdem hat sie selbst Rezeptoren für IL-1, -5, -6, -8, -10, -12, -15 und TNF-α. 
Im Gegensatz zur humanen Mikroglia weist die Mikroglia der Nagetiere weitere IL-
Rezeptorensubtypen auf, sodass die Mikroglia einzelner Spezies unterschiedliche Eigenschaf-
ten besitzen (Sawada et al., 1993; zusammengefasst in Kim und de Vellis, 2005). Trifft 
Mikroglia auf degenerierte Zellen, phagozytiert sie diese. Kürzlich zugrunde gegangene Zel-
len werden dabei schneller phagozytiert als bereits schon länger apoptotische Zellen. Diese 
Beobachtung konnte vom bisherigen Kenntnisstand her allerdings nicht erklärt werden (Peter-
son und Dailey, 2004).  
 
Nach dem Phagozytieren von toxischen Zelltrümmern induziert Mikroglia die Proliferation 
von Astrozyten. Diese füllen das betroffene Gebiet aus und bilden eine gliale Narbe, die für 
Axone eine unpassierbare Barriere darstellt und intakte Nervenzellen von geschädigtem Ge-
webe fernhält (Bruce-Keller, 1999). Zuletzt wird die mikrogliale Entzündungsreaktion durch 
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programmierten Zelltod der Makrophagen gestoppt (Gehrmann und Banati, 1995; zusammen-
gefasst in Bruce-Keller, 1999).  
 
Kommt es bei Gehirnschädigungen zur außerordentlich hohen Bildung von Radikalen (wie  
z. B. NO, TNF-α, Superoxid) bzw. kann aktivierte Mikroglia durch fehlende antiinflam-
matorische Stoffe (IL-10, IL-13) nicht zur Apoptose gebracht werden, kommt es zur Überak-
tivierung von Mikroglia. Dies führt zu einem erheblich verstärkten Neuronentod in einem 
Areal, der über den ursprünglich betroffenen Gehirnbereich hinausreicht. Man nimmt an, dass 
die mikrogliale Aktivierung eine wichtige Rolle in der Entstehung progressiver neurodegene-
rativer Krankheiten spielt (Kreutzberg, 1996). 
 
1.5.2 Mikroglia und Interaktion mit Neuronen  
 
Während der perinatalen Entwicklung des ZNS fallen in genetisch vorprogrammiertem Aus-
maß Zelltrümmer von abgestorbenen Nervenzellen und Axonen sowie überschüssig produ-
zierte Zellen an. Mikroglia phagozytiert diese und trägt somit zur regelhaften Ausbildung des 
Gehirns bei (Ashwell, 1990; Pearson et al., 1993; Cunningham, 1982; Oppenheim et al., 
1990; zusammengefasst in Kim und de Vellis, 2005).  
 
Im ausgewachsenen Gehirn übernimmt Mikroglia überwiegend immunkompetente Aufgaben. 
Mechanische und ischämische Schädigung sowie zelluläre Übererregung beeinträchtigen die 
Nervenzellen. Eine besondere Rolle als Verbindungsglied zwischen neuronaler Überaktivie-
rung und mikroglialer Modulation spielt der Tumornekrosefaktor α (TNF-α). So erhöht sich 
nach einem ischämischen Ereignis innerhalb von 1-4 Stunden die TNF-α-Expression in Ner-
venzellen rapide. Der für weiterhin drei bis fünf Tage akzelerierte TNF-α-Spiegel wird durch 
mikrogliale TNF-α-Bildung bewirkt (Liu et al., 1994; Kim, 1996; zusammengefasst in Bruce-
Keller, 1999) und die weitere astrozytäre Glutamatsekretion stimuliert (Bezzi et al., 2001; 
zusammengefasst in Hanisch, 2002). Die zellschädigene Cytokinsekretion wird von beiden 
Zelltypen aufrecht erhalten und gegenseitig verstärkt. Neben neuronaler Übererregung verur-
sacht auch Stress eine erhöhte TNF-α-Freisetzung. Infundiert man NMDA in striatales Gewe-
be, nimmt die TNF-α-Expression in Neuronen zu (Szarflarski et al., 1995). In vitro Versuche 
ergaben, dass TNF-α die Freisetzung weiterer Cytokine, wie z. B. IL-1β, stimulierte (Griffin 
et al., 1989; zusammengefasst in Bruce-Keller, 1999).  
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Durch Bildung und Sezernierung von neuroprotektiven Faktoren wie z. B. Fibroblasten-
Wachstumsfaktor- (FGF)-2 und Nervenwachstumsfaktor (NGF) schützt Mikroglia aber auch 
Nervenzellen (Heumann et al., 1987; Gomez-Pinilla et al., 1990; Araujo et al., 1992; zusam-
mengefasst in Bruce-Keller, 1999). Kitamura et al. injizierten exogene Mikroglia 
intracerebroventrikulär während einer fokalen Hirnischämie (Verschluss der Arteria cerebri 
media). Die verabreichten Makrophagen wanderten in das Insultgebiet und reduzierten im 
Vergleich zur Kontrollgruppe den Umfang des neurodegenerativen Gebietes. Dabei konnte 
zwischen dem Einsatz von 4.000 versus 40.000 Zellen hinsichtlich des Wirkungsgrades kein 
relevanter Unterschied gefunden werden (Kitamura et al., 2003).  
 
Es wird davon ausgegangen, dass Mikroglia sowohl einen neurodegenerativen als auch 
neuroprotektiven Einfluss auf Nervenzellen und auch auf die Neurogenese ausübt. Kommt es 
zu einer anhaltenden Schädigung der Gehirnzellen und somit dauerhaften Stimulierung von 
Mikroglia, entstehen chronische degenerative Nervenerkrankungen wie z. B. Multiple Sklero-
se oder Alzheimer-Demenz (McGeer et al., 1995; Bö et al., 1994; zusammengefasst in Kim 
und de Vellis, 2005). 
 
1.5.3 Mikroglia und Interaktion mit neuralen Stammzellen 
 
Nach einer Gehirnschädigung wird Mikroglia von verschiedenen Botenstoffen an den Ort des 
Zellunterganges angelockt. Es kommt zur Phagozytose von abgestorbenen und absterbenden 
Zellen (Streit, 2001; Bruce-Keller, 1999). Nach dem Abräumen des verloren gegangenen Ge-
webes muss nun dieses mit funktionstüchtigen Zellen ersetzt werden. Da sich in diesem Be-
reich insbesondere aktivierte Mikroglia aufhält, wird vermutet, dass Mikroglia Einfluss auf 
die Migration von Stammzellen zur Läsionsregion hat (Aarum et al., 2003). In der aktuellen 
Forschung wird kontrovers darüber diskutiert, ob Mikroglia auf neurale Stammzellen schäd-
lich oder förderlich einwirkt. 
 
Der schädliche Effekt von aktivierter Mikroglia auf neugebildete Neurone wird auf die 
mikrogliale Bildung und Sezernierung von Cytokinen, insbesondere IL-6, zurückgeführt. Re-
kombinantes IL-6 minimierte die in vitro Neurogenese signifikant um etwa 50 %, während 
IL-1β und INF-γ eine geringere Wirkung zeigten. Dabei handelte es sich vielmehr um unspe-
zifischen Zelluntergang, Verminderung neuronaler Zelldifferenzierung und Zunahme von 
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astroglialer Zelldifferenzierung als um eine unterdrückte Proliferation der Vorläuferzellen. 
Wurde das IL-6 mit Antikörpern neutralisiert, erholte sich die Neurogenese vollständig 
(Monje et al., 2003; Kempermann und Neumann, 2003). 
 
Dagegen stellten Aarum et al. fest, dass sich in vitro embryonale und adulte neurale Stamm-
zellaggregate der Maus nach Kultivierung in EGF entlang eines Gradienten von Mikroglia-
konditioniertem Medium stärker ausbreiteten als im Kontrollmedium. In embryonalen als 
auch adulten EGF-vorbehandelten Stammzellkulturen waren wesentlich mehr Neurone als 
Astrozyten im Mikroglia-versehenen Medium zu finden als im Kontrollmedium. Mikroglia 
nahm hier Einfluss auf die Differenzierung der Stammzellen zur Bildung von neuen Nerven-
zellen (Aarum et al., 2003).  
 
1.6 Immunmodulatoren Indomethazin und Minocyclin 
 
Unabhängige Forschungsgruppen zeigten, dass durch Einsatz von immunmodulierenden Me-
dikamenten die neurodegenerative Wirkung von Mikroglia verringert und Neurogenese akti-
viert werden konnte. Im Folgenden werden zwei immunmodulierende Medikamente vorge-
stellt, welche in den Versuchen dieser Arbeit verwendet wurden: Indomethazin und 
Minocyclin. 
 
Indomethazin gehört zur Gruppe der nicht-steroidalen entzündungshemmenden Medikamente 
(NSAR). Es wirkt inhibitorisch auf die ubiquitär vorkommende und prostacyclinbildende 
Cyclooxigenase 1. Zusätzlich hemmt es die lediglich in Gehirn, Uterus und Niere vorkom-
mende, proinflammatorische Cyclooxigenase 2 mit einer Verminderung an 
Prostaglandinbildung (Fosslien, 2000). Durch die Stabilisierung der Gefäßpermeabilität und 
Verminderung der Anzahl aktivierter peripherer Monozyten trägt Indomethazin einen gewich-
tigen Anteil zur Erholung des Microenvironments bei (Reichman et al., 1986; Monje et al., 
2002; zusammengefasst in Monje et al., 2003). Sowohl in tierexperimentellen als auch in kli-
nischen Studien zeigte sich, dass Indomethazin aufgrund seiner auf kleine Widerstandsgefäße 
wirkenden vasokonstriktorischen Eigenschaft den intracerebralen Druck senkt und die 
cerebrale Perfusion bei Gehirnschaden verbessert (Rasmussen, 2005).  
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Man beobachtete im klinischen Alltag, dass Patienten, die sich einer Bestrahlungstherapie 
unterziehen mussten, noch Jahre später unter cerebralen Defiziten litten. Insbesondere wiesen 
sie verminderte hippocampale Leistungen wie Gedächtnis- und Lernfähigkeit auf (zusam-
mengefasst in Monje et al., 2002). In einem tierexperimentellen Versuch fanden Monje et al. 
heraus, dass sich die Inflammation während und nach der Radiatio verstärkte und sich der 
Anteil an proliferativen neuronalen Vorläuferzellen im Hippocampus in vivo verminderte. 
Wurde Indomethazin mit einer Dosis von 2,5 mg / kg Körpergewicht zweimal täglich p. o. 
einen Tag vor Bestrahlungsbeginn bis zu 2 Monate lang verabreicht, erhöhte sich der relative 
Anteil an proliferativen neuronalen Zellen im Hippocampus um das 2,5fache im Vergleich zu 
Kontrolltieren (Monje et al., 2002). Die Forschungsgruppe stellte in einem weiteren Projekt 
fest, dass aktivierte Mikroglia die adulte Neurogenese im Hippocampus unterdrückte. Unter 
Einsatz von entzündungshemmend wirkendem Indomethazin konnte die durch i. p. Injektion 
(2,5 mg / kg i. p. zweimal täglich) von bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) ubiquitär ausge-
löste Entzündungsreaktion (über IL-6, TNF-α) jedoch geblockt und die hippocampale Neuro-
genese wieder angeregt werden (Monje et al., 2003). Im Hinblick auf die unter normalen und 
gesunden Bedingungen ablaufende Neurogenese hatte Indomethazin keinen Einfluss, wohl 
aber auf die entzündlich beeinträchtigte Neurogenese (Monje et al., 2002). Zugleich zeigte 
sich ein negativ proportionales Verhältnis zur Anzahl an aktivierter Mikroglia (Monje et al., 
2003). 
 
Hoehn und Kollegen untersuchten 2005 ebenso die Neurogenese nach Insult im Tiermodell 
unter dem Einfluss von NSAR. Indomethazin wurde mit einer oralen Dosis von 2,5 mg / kg 
zweimal täglich drei Tage vor dem Gefäßverschluss der Arteria cerebri media (MCAO) ver-
abreicht. Unter Indomethazin stieg die Anzahl an neu entstandenen DCX-, GFAP-markierten 
Zellen um das 2-5fache im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ebenso reduzierte sich das Verhält-
nis von ED1-positiven Zellen unter Indomethazin signifikant im Bereich von Striatum und 
Cortex (Hoehn et al., 2005). 
 
Ein weiteres in der Forschung angewandtes Medikament, mikroglial ausgelöste oder unterhal-
tene Entzündungsreaktionen pharmakologisch zu dämpfen, ist Minocyclin. Das halbsyntheti-
sche, Blut-Hirn-Schranken-gängige Tetracyclin wird routinemäßig als 
Breitspektrumantibiotikum (3 mg / kg täglich) bei Infektionen mit gramnegativen und gram-
positiven Bakterien sowie Rickettsien, Mykoplasmen und Chlamydien verwendet (Karow, 
2004). In höheren Dosen (22-100 mg / kg i. p. oder p. o., mehrmals täglich) verwendet, wirkte 
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es bei tierexperimentellen Hirnverletzungen neuroprotektiv (Fagan et al., 2004; zusammenge-
fasst in Matsukawa et al., 2009). Es verminderte in vitro die Stimulation der induzierbaren 
NO-Synthase und inhibierte das IL-1ß-konvertierende Enzym, welche vor allem in Mikroglia 
vorhanden ist. Minocyclin inhibierte zudem die in Mikroglia vorkommende p38-mitogen-
aktivierte Proteinkinase (p38 MAPK) (Tikka et al., 2001). Glutamat aktivierte die p38 MAPK, 
die letztendlich in der Sekretion von neurotoxischem IL-1β und NO endete. Damit verhinder-
te Minocyclin einen Neuronenuntergang, der durch eine enorme Glutamatfreisetzung verur-
sacht wurde (Tikka et al., 2001). Auch unter in vivo-Bedingungen konnte die Reduktion von 
NO und die Blockade von IL-1β-konvertierendem Enzym nachgewiesen werden (Yrjänheikki 
et al., 1998).  
 
Ekdahl et al. zeigten, dass die Injektion von LPS Mikroglia aktivierte und die Neurogenese im 
Hippocampus sowie das Überleben der neu gebildeten Nervenzellen negativ beeinflusste. 
Intraperitoneale Verabreichung von Minocyclin (50 mg / kg i. p. zweimal täglich an den ers-
ten zwei Tagen, an  den folgenden 5 Tagen jeweils einmalige Verabreichung, anschließend 25 
mg / kg einmal täglich) hingegen unterdrückte die Aktivität von Mikroglia. Die Anzahl an 
neugebildeten Neuronen stieg im Vergleich zu nicht behandelten Kontrolltieren deutlich an 
(Ekdahl et al., 2003). Wie Indomethazin (Monje et al., 2002) wirkte sich auch Minocyclin in 
diesen Versuchen in intaktem Gehirngewebe nicht negativ auf die Neurogenese aus (Ekdahl 
et al., 2003).  
 
Neuere Studien stehen der neuroprotektiven Wirkung von Minocyclin aber zunehmend kri-
tisch gegenüber. Matsukawa et al. konnten eine dosisabhängige, neuroprotektive bzw. toxi-
sche Wirkung von Minocyclin bei Hirninsulten aufweisen. Bei einer intravenösen Behand-
lung von 20 mg / kg Minocyclin ab 60 Minuten nach Reperfusion zeigten sich drei Tage nach 
dem ischämischen Ereignis signifikant weniger motorische und neurologische Defizite als in 
der Kontrollgruppe. Währenddessen wurde in der Gruppe mit einer Medikamentendosis von 
100 mg / kg eine signifikante Verschlechterung ihrer neurologischen Ausfälle und leichte 
Progredienz der motorischen Einschränkungen gefunden. Diese Beobachtungen konnten in 
der histologischen Aufarbeitung des Gewebes bestätigt werden. So waren die Läsionsgrößen 
in der Gruppe mit der niedrigeren Dosis signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe. Die 
Gruppe mit der höheren Medikamentendosis wies einen deutlich stärkeren Gewebeschaden 
auf als die Kontrolle. Es ergab sich in der Gruppe mit der niedrigen Dosis eine höhere Über-
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lebenschance für Neurone sowohl im Läsionsgebiet als auch im Periinfarktareal (Matsukawa 
et al., 2009). 
Deierborg et al. entnahmen nach cerebraler Schädigung (MCAO oder Quiloninsäure) SVZ-
Gewebe und kultivierten es in Anwesenheit von EGF und FGF-2. Die sich gebildeten SVZ-
Neurosphären, die mit Mikroglia aus geschädigtem Gewebe kultiviert wurden, zeigten mehr 
Wachstum als Neurosphären ohne Anwesenheit von aktivierter Mikroglia. In der Gruppe, die 
mit Minocyclin behandelt worden war, war deutlich weniger Neurosphärenwachstum vorhan-
den als in der Gruppe ohne Minocyclinbehandlung (Deierborg et al., 2010). 
 
Wie die oben geschilderten Versuche zeigen, können die einzelnen Zelltypen auf nur geringe 
Veränderungen der Umgebungsfaktoren und Medikamentenkonzentrationen durchaus wesent-
lich verschieden reagieren. Dies wiederum wirkt sich letztendlich entscheidend auf das Aus-
maß der Gehirnschädigung aus. Umso wichtiger ist es daher für die aktuelle Forschung, die 
einzelnen Faktoren, ihre Wechselwirkungen und Mechanismen aufzudecken. Nur so wird eine 
kontrollierte Therapie mit Stammzellen möglich sein. 
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2. Strategie und Hypothesen 
 
In der vorliegenden Dissertation wurden verschiedene Faktoren untersucht, welche transplan-
tierte adulte neurale SVZ-Stammzellen in ihrem Wachstum und ihre Integration ins Empfän-
gergewebe beeinflussen können. Als Pilotprojekt gedacht, sollen die Ergebnisse hieraus als 
Basis für die Planung und Durchführung weiterer Untersuchungen dienen. 
 
2.1 Experiment 1: Einfluss der Anzahl an transplantierten Stamm- 
     zellen  
 
In einer  Versuchsanordnung wurde untersucht, inwieweit die transplantierte Zellmenge das 
Wachstum der neuralen Stammzellen und die phagozytäre Abwehrreaktion beeinflusst.  
 
Wir vermuteten, dass bei einer transplantierten Zellmenge von 500.000 Zellen  / 5 µl prozen-
tual mehr Stammzellen überleben und sich in das Empfängergewebe integrieren könnten als 
bei einer kleineren Menge von 50.000 Zellen / 5 µl.  
 
2.2 Experiment 2: Einfluss der Läsionsart 
 
Ein weiteres Experiment sollte feststellen, inwiefern sich die Art der Läsion auf die Integrati-
on und das Wachstum von transplantierten Stammzellen wirkte. Es wurde in intakte Inselrin-
de und in die Inselrinde mit vorangegangener Läsion durch N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Injektion oder Elektroläsion transplantiert. 
 
Um den unterschiedlichen Effekt der beiden Läsionsarten auf das Empfängergewebe zu ver-
stehen, wird im Folgenden deren Mechanismus näher erläutert: 
 
Bei der NMDA-Läsion wird eine Lösung mit NMDA injiziert, welches die entsprechenden 
neuronalen NMDA-Rezeptoren besetzt und die unten beschriebenen Abläufe in den Neuronen 
aktiviert. 
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Glutamat spielt als exzitatorischer Neurotransmitter eine große Rolle in der Übererregung und 
im Untergang von Nervenzellen (Arundine et al., 2004). Es bindet an metabotropen und 
ionotropen Rezeptoren, wobei der NMDA-Rezeptor (NMDA-R) den wichtigsten davon dar-
stellt (Gagliardi, 2000). Der NMDA-R ist ein liganden-gesteuerter Ionenkanal, der durch Glu-
tamat geöffnet wird. Als Reaktion auf die Aktivierung strömt als bedeutendstes Elektrolyt 
Calcium, im geringeren Umfang auch Natrium in die Nervenzelle ein und verursacht ein 
Zellödem (Gagliardi, 2000). Der exzessive Anstieg von intrazellulärem Calcium setzt weitere 
Mechanismen in Gang. So aktiviert Calcium die Proteinkinase C, welche postsynaptische 
Rezeptoren für Glutamat sensibilisieren und dadurch die Übererregbarkeit verstärken kann. 
 
Ferner aktiviert es Phospholipasen, welche durch enzymatische Lipidperoxidation die neuro-
nalen Zellmembranen zerstören. Arachidonsäure wird produziert und erhöht damit die Frei-
setzung von Prostaglandinen und Leukotrienen, vor allem Thromboxan A2 und Prostacyclin. 
Diese verschiedenen Abläufe führen letztendlich zur Vasokonstriktion und Ischämie des Ge-
webes (Gagliardi, 2000).  
 
Zusätzlich wirkt Calcium neurotoxisch durch die Aktivierung von weiteren Proteasen wie 
z. B. die neuronale und induzierbare Nitritoxidsynthase (nNOS und iNOS). Freie Radikale 
wie Peroxinitrate und Hydroxylradikale werden dadurch produziert und stimulieren wiederum 
die Lipidperoxidation mit der Folge von Zellmembranschädigung (Gagliardi et al., 2000).  
 
Durch die Aktivierung einer weiteren Phosphatase, Calcineurin, wird über mehrere Folge-
schritte mitochondriales Cytochrom C freigesetzt, welches über weitere Zwischenschritte 
letztendlich Caspase-3 aktiviert (Wang et al., 1999; zusammengefasst in Banasiak et al., 
2000). Caspase-3 führt zur Stimulierung einer DNAse, welche schließlich durch DNA-
Spaltung in der Apoptose endet (Sakahira et al., 1998; zusammengefasst in Arundine et al., 
2004). 
 
Alternativ kann Glutamat auch p53, ein Tumorsuppressorgen, aktivieren, welches nach weite-
ren Reaktionsschritten ebenfalls den programmierten Zelltod einleitet (Uberti et al., 1998; 
Xiang et al., 1998; zusammengefasst in Banasiak et al., 2000 und Arundine et al., 2004). 
Schließlich führt die durch Glutamat bewirkte Überstimulation der NMDA-Rezeptoren zum 
neuronalen Zelltod (Lipton und Rosenberg, 1994; zusammengefasst in Lynch et al., 2002).  
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Dagegen werden bei der Elektroläsion durch elektrische Energie sämtliche lokale Zellen, so 
auch die Gefäßversorgung und Stützgewebe, zerstört. Die Umgebungsvoraussetzungen für die 
transplantierten Stammzellen sind hier deutlich eingeschränkt. Die Elektroläsion wurde als 
Hohlraum mit nekrotischer Penumbra und umgebendem Ödem beschrieben. Das umgebende 
Gewebe sei hinsichtlich Struktur und Funktion intakt. Neue Läsionen haben sämtliche Ge-
websanteile wie Glia, Neurone, Zellausläufer und Blutgefäße verloren; innerhalb von drei 
Wochen werde das Material phagozytiert (Compston, 2007). Während der Elektroläsion ent-
stehe im Bereich der Elektrode eine elektrochemische Zersetzung und Austrocknung des Ge-
webes mit Bildung von Gasbläschen und einer Oxidschicht auf der Elektrodenoberfläche 
(Kadin et al., 1969). 
 
Unsere Hypothese lautete, dass die transplantierten Stammzellen in den NMDA-läsionierten 
Versuchstieren besser überleben und sich integrieren könnten. Denn speziell Neurone würden 
durch die Überstimulation absterben und die übrige Gewebestruktur, wie z. B. vorhandene 
Blutgefäße und andere Stützgewebszellen, bliebe unversehrt. Somit wäre die Versorgung der 
transplantierten Zellen besser gewährleistet als in der Elektroläsion. 
 
2.3 Experiment 3: Wachstum transplantierter Stammzellen unter   
                              Einfluss von Immunmodulation 
 
Als drittes Experiment untersuchten wir die Einflussnahme von Immunmodulatoren 
(Minocyclin und Indomethazin) auf das Wachstum und die Integration der Stammzellen. 
Durch Elektroläsion würde Mikroglia aktiviert werden und eine Abwehrreaktion gegenüber 
dem beschädigten Gewebe und den anschließend transplantierten Stammzellen beginnen. Mit-
tels bereits in zahlreichen anderen Forschungsarbeiten eingesetzter Immunmodulatoren analy-
sierten wir, inwieweit sich diese in ihrer Wirkung auf aktivierte Mikroglia unterschieden und 
ob sie somit ein erhöhtes Überleben der Stammzellen ermöglichten. 
 
Unsere Hypothese war es, dass durch die Hemmung von aktivierter Mikroglia die 
Neuroinflammation mit progressiver Apoptose von Stammzellen und weiteren Neuronen ge-
stoppt werden und der Gewebsschaden insgesamt geringer ausfallen sollte. Zudem wollten 
wir betrachten, ob es zwischen Minocyclin und Indomethazin ein Unterschied in der Aktivie-
rungsstärke von Mikroglia gibt. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Materialien 
 
Chirurgisches Nahtmaterial nicht resorbier-
bar  
Johnson & Johnson Intl., Belgien 
Injektionsnadel  Microliter® Syringes  Hamilton, Bonaduz, Schweiz 
Tissue-Tec® Sakura, Niederlande 
96-well-Platte Peske, Deutschland 
6-well-Platte mit Netwell®-Einsetzer,  
48-well-Platte 
Corning, USA 
Superfrost-Plus®-Objektträger Menzel-Gläser, Deutschland 
Deckgläser Menzel-Gläser, Deutschland 
Parafilm® Pechiney plastic packaging, Chicago, USA 
Neo Clear® Merck, Deutschland 
Neo Mount® Merck, Deutschland 
27 Gauge-Kanüle BD Drogheda, Irland 
1 ml Spritze BD Plastipak® Becton Dickinson S.A., Spanien  
 
3.2 Software und Geräte 
 
Adobe Photoshop CS Adobe Systems Inc., USA 
Excel XP Microsoft, USA 
Word XP Microsoft, USA 
analySIS Soft Imaging System, Deutschland 
SPSS 12.0 und 18.0 SPSS Inc., USA 
Fotokamera ColorView 12 Olympus, Deutschland 
Lichtmikroskop Olympus BX 51 Olympus, Deutschland 
Stereoinvestigator MicroBrightField, USA 
Fotokamera HV-C20A  Hitachi Denshi, Deutschland 
Lichtmikroskop Olympus IX 70 Olympus, Deutschland 
Stereotaxie-Gerät Small Animal Sterotaxic 
Instrument 
Kopf Instruments, USA 
Perfusionspumpe Ismatec Midi-Vario, 
ISM880 
Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH,  
Deutschland 
Schlittenmikrotom LEICA SM 2000R Leica, Deutschland 
Injektionsnadel Microliter Syringes 1µl Hamilton, Bonaduz, Schweiz 
Schüttelgerät WS-10 Bühler, Deutschland 
Vortex-Mixer 2789 Karl Hecht GmbH, Deutschland 
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3.3 Reagenzien 
 
Anästhetikum für OP: 
Anästhesie-
Injektionslösung 
NaCl 0,9% 20 ml Braun, Melsungen 
Ketamin 100 mg / ml 7,5 ml WDT, Gabsen 
Xylazin 2% 8,5 ml Cp-Pharma, Surgdorf 
Acepromazin 13,56  
g / ml 
0,8 ml Ceva-Tiergesundheit 
GmbH, Düsseldorf 
Etwa 0,35-0,4 ml /180-200 g Körpergewicht 
 
NMDA-Injektion: 
NMDA-Lösung NMDA 10 mg / ml Sigma-Aldrich, 
Steinheim 
Phosphatpuffer    
 
Immunmodulatoren: 
Indomethazin  2,5 mg / kg Flucka, Buchs 
Minocyclin  50 mg / kg Sigma-Aldrich, 
Steinheim 
 
Perfusion: 
Narcoren® Pentobarbital-
Natrium 
 Dr. med. Spruss, 
tierärztlicher Dienst 
der Universität Re-
gensburg 
 
Phosphatpuffer (PB)  
0,1 M pH 7,4 
0,5 M Na2HPO4 154,8 ml Merck, Darmstadt 
0,5 M NaH2PO4 45,2 ml 
auf 1000 ml mit 
bidest. H2O auffüllen 
 
0,9% NaCl-Lösung NaCl  9 g 
auf 1000 ml mit 
bidest. H2O auffüllen 
Merck, Darmstadt 
 
4% Paraformaldehyd 
(PFA) 
(CH2O)n 40 g 
auf 1000 ml mit PB 
auffüllen; pH mit 
HCl auf 7,4 einstel-
len 
Sigma-Aldrich, 
Steinheim 
       
30% Sucrose-Lösung C12H22O11 150 g Roth, Karlsruhe 
Phosphatpuffer  auf 500 ml auffüllen 
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Kryo-Protektions- 
Lösung  
C3H8O3 250 ml INC,Ohio, USA 
C2H6O2 250 ml 
Phosphatpuffer 0,1M 250 ml 
 
Natriumphosphatpuf-
fer 
KCl 2,0 g/ l Merck, Darmstadt 
KH2PO4 2,0 g/ l 
NaCl 80,0 g/ l 
Na2HPO4 x 7 H2O 21,6 g/ l 
               pH auf 7,4 einstellen 
Histologische Färbungen: 
Kresylviolett-Histologie: 
Kresylviolett-Lösung 0,5 % Kresylviolett 1,25 g Flucka, Buchs 
bidest. H2O 15 ml 
C2H3NaO2 1 M 15 ml 
Acetacid 1 M 85 ml Merck, Darmstadt 
 
Ethanol  C2H5OH 99%   Verdünnungsreihe 
mit 30% / 50% /  
70% / 96% / 100% 
durch bidest. H2O  
Chemikalienausgabe  
der Universität Re-
gensburg 
 
ED1-DAB-Immunhistologie: 
Trist-T-Puffer Trist 0,1 M pH 7,4 100 ml Merck, Darmstadt 
Triton X 0,1% 1 ml 
 auf 1000 ml mit 
bidest. H2O auffüllen 
 
Blocklösung Esel-Serum 3% Dianova, Hamburg 
Tris-T-Puffer 97% 
 
Primärantikörper Maus-anti-ED1 1:300 Serotec, Kidlington, 
Großbritannien 
Sekundärantikörper Esel-anti-Maus-IgG- 
Biotin 
1:300 Dianova, Hamburg 
Negativ-Kontrolle Maus-IgG 1:120 Sigma-Aldrich, 
Steinheim 
 
H2O2-Lösung 0,3% H2O2-Stocklsg. 30% 1:100 
 
Merck, Darmstadt 
Tris 0,1 M ph 7,4 
 
ABC-HRP-Kit Tris 0,1 M 5 ml Vector Laboratories, 
USA Lösung A 2 Tropfen 
Lösung B 2 Tropfen 
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DAB-Kit Puffer 2 Tropfen Vector Laboratories, 
USA Peroxid 2 Tropfen 
DAB-Stock 4 Tropfen 
bidest. H2O 5 ml 
 
3.4 Durchführung der Tierversuche 
3.4.1 Tierhaltung, Durchführung der Tierversuche, Tierversuchs- 
         genehmigung 
 
Die Tierhaltung und die Vorgehensweise bei den Tierversuchen wurden gemäß dem deut-
schen Tierschutzgesetz der Tierversuchskommission der Medizinischen Fakultät der Univer-
sität Regensburg nach Genehmigung durch die Regierung des Bezirkes Oberpfalz durchge-
führt.  
Der tierexperimentelle Teil wurde in den Laborräumen und dem Tierlabor des Universitäts-
klinikums, die weiteren histologisch-analytischen Arbeiten in den Laborräumen der Klinik 
und Poliklinik für Neurochirurgie der Universität Regensburg in der Zeit zwischen März 2004 
bis Oktober 2005 durchgeführt.  
 
3.4.2 Versuchstiere 
 
Als Versuchstiere dienten gesunde, männliche, adulte Fischer-Ratten mit einem Körperge-
wicht zwischen 200 bis 220 g, die von der Firma Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezo-
gen wurden. 
 
3.5 Gewinnung und Züchtung der SVZ-Stammzellen  
 
Adulte Ratten des Typs SD-FUGW mit einem Körpergewicht zwischen 246 und 285 g wur-
den für die Züchtung der neuralen Stammzellen verwendet. Die Tiere wurden getötet und ihre 
Gehirne entnommen. Diese wurde in + 4°C D-PBS mit 4%-igem Glucosezusatz überführt und 
darin gewaschen. Die subventrikuläre Zone wurde frei präpariert und in eine frische D-
PBS/Glucose-Mischung (Konzentration wie oben) überführt. Anschließend zentrifugierte man 
die Gewebeteile bei 800 rpm und + 4°C für 5 Minuten ab. Der Überstand wurde größtenteils 
entfernt, das restliche Gewebe in eine Petrischale überführt, mit einem Skalpell kleinstmög-
lich gehackt und zurück in das Gefäß gegeben. Erneut wurde das Gewebe 10 Minuten bei 800 
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rpm und + 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt, das Pellet mit einer PPD-Lösung 
(0,01% Papain [Worthington Biochemicals, England], 0,1% Dispase II [Boehringer Mann-
heim, Deutschland] 0,01% DNase I [Worthington Biochemicals, England], 12.4 mM MgSO4 
in HBSS (Hanks´ gepufferte Salzmischung) ohne Ca2+/ Mg2+ [PAA, Deutschland]) 
resuspendiert und für 30-40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei mischte man alle 
10 Minuten die Suspension mit einer Pipette. Anschließend wurde die Suspension bei 800 
rpm und + 4°C für 10 Minuten abzentrifugiert, das Pellet in D-PBS resuspendiert und mit 
einer Pipette gut durchgemixt, um die übrigen Gewebereste zu zerkleinern. Die Zellen wurden 
je einmal mit D-PBS gewaschen und immer wieder gut durchmischt. Nach dem letzten Wa-
schen wurden die Zellen in Neurobasalmedium [Gibco BRL, Deutschland] resuspendiert und 
die Zellzahl bestimmt. Nun säte man die Zellen (1 x 10 4 Zellen pro ml) in NB/B27-Medium 
aus und bebrütete sie bei + 37°C und 5%-iger CO2-Luft in einem Zellkulturbrutschrank. Im 
Verlauf von 5-7 Tagen bildeten sich Sphären, die in den folgenden Wochen an Masse und 
Anzahl zunahmen. Um die Sphären zu passagieren, wurden diese in einem 15 ml-Röhrchen 
gesammelt und für 10 Minuten bei 800 rpm und + 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgesaugt, der Rückstand in 100 µl Accutase resuspendiert und bei + 37°C für 10 Minuten 
inkubiert. Die Sphären wurden kräftig so lange titriert, bis keine Zellhaufen mehr vorhanden 
waren. Anschließend wurde das Gefäß mit NB/B27-Medium (Neurobasal-Medium mit B27-
Zusatz) aufgefüllt und gut durchmischt. Erneut wurde unter obigen Bedingungen zentrifu-
giert, der Überstand abgesaugt und das Pellet im Medium resuspendiert. Man bestimmte die 
Zellzahl und plattierte neu aus. Es wurden Zellen der Passage 5 für das Experiment über Ein-
fluss von Läsionsart und Anzahl der transplantierten Stammzellen bzw. der Passage 10 für das 
Experiment über Einfluss von Mikroglia-Inhibitoren auf transplantierte Stammzellen verwen-
det. (Gewinnung und Kultivierung der Stammzellen nach obigem Protokoll erfolgte durch das 
Labor von PD L. Aigner, Universitätsklinikum Regensburg.) 
 
3.6 Experiment 1 und 2: Einfluss von Zellanzahl und Läsionsart 
 
In diesem Experiment wurden zwei zu untersuchende Faktoren in einer Tierversuchsreihe  
zusammengefasst. Zum einen stellte man die Läsionierung mittels Elektroläsion oder NMDA-
Injektion mit ihren verschiedenen Auswirkungen auf Empfängergewebe und transplantierten 
Stammzellen gegenüber. Zum anderen wollte man durch die Transplantation von unterschied-
licher Zellmenge den Einfluss der Stammzelldichte auf Wachstum und Integration genauer 
untersuchen. 
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Hierfür wurden 24 adulte Ratten mit einem Körpergewicht von ca. 220 g in 9 Versuchsgrup-
pen eingeteilt: 
 
Tiere (n) Art der Läsion Zellkonzentration des 
Transplantates (pro 5 µl) 
R 1-3 NMDA-Läsion Transplantat 50.000 Zellen 
R 4-6 NMDA-Läsion Transplantat 500.000 Zellen* 
R 7-8 NMDA-Läsion kein Transplantat 
R 9-11 Elektroläsion Transplantat 50.000 Zellen 
R 12-14 Elektroläsion Transplantat 500.000 Zellen 
R 15-16 Elektroläsion kein Transplantat 
R 17-19 keine Läsion Transplantat 50.000 Zellen 
R 20-22 keine Läsion Transplantat 500.000 Zellen 
*Tier R 4 und R 5 erhielten 500.000 Zellen / 10 µl pro Seite 
 
Der Versuchsablauf wurde nach folgendem Zeitplan durchgeführt: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4:  Zeitlicher Ablauf des Experiments mit verschiedenen Läsionsarten und Transplantatzellmengen. 
Acht Tage nach bilateraler Läsionierung der Inselrinde mittels Elektrizität oder NMDA-Injektion wur-
den den Tieren unterschiedliche Mengen an adulten SVZ-Stammzellen bilateral in den Bereich der In-
selrinde injiziert. Nach 26 Tagen wurden die Tiere perfundiert, das Gewebe entnommen und zur weite-
ren Analyse verarbeitet. 
 
3.6.1 Bilaterale elektrische und NMDA-Läsionierung der Inselrinde 
 
Zur Durchführung der Läsionen mittels Elektroläsion bzw. NMDA-Injektion wurden die Ver-
suchstiere (siehe 3.4.2) mittels Anästhesie-Injektionslösung (siehe 3.3) betäubt, in einem Ste-
reotaxie-Rahmen für Kleintiere platziert und der Tierkopf befestigt. Die Kopfhaut wurde sa-
gittal eingeschnitten und die Schädelkalotte freipräpariert, um das Bregma darzustellen. Die 
Lokalisation der Inselrinde wurde, ausgehend vom Bregma, unter Berücksichtigung der Pa-
Läsion Transplantation Perfusion 
8 Tage 26  Tage 
  t 
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rameter (AP: +1,2, ML: +/- 5,3, DV: -6,0) ausgemessen. Mit einem Bohrer eröffnete man die 
Schädelkalotte oberhalb der Inselrinde. Für die Läsionierung suchte man mit der Spitze der 
Injektionsnadel bzw. Elektrode die Inselrinde im Bereich der oben genannten stereotaktischen 
Parameter auf.  
 
3.6.1.1 Elektrische Läsion 
Die entsprechenden Ratten wurden, wie oben angegeben, narkotisiert und in den Stereotaxie-
Rahmen fixiert. Man suchte mit der Elektrode die Inselrinde entsprechend der oben angege-
benen Parameter auf. Nun ließ man für 45 Sekunden eine Stromstärke von 1 mA bei 220 Watt 
über die Elektrode auf die Inselrinde einwirken. 
 
3.6.1.2 NMDA-Injektion 
Für die NMDA-Läsion wurden die Versuchstiere, wie oben beschrieben, fixiert. Man suchte 
die Inselrinde mit der Injektionsnadel auf und injizierte über einen Zeitraum von 4 Minuten 
langsam 0,8 µl einer 10 mg / ml NMDA-Lösung. Die Injektionsnadel wurde für weitere 3 
Minuten im Gewebe belassen, um einen Rückfluss der Lösung aufgrund des erhöhten Gewe-
bedruckes zu vermeiden.  
 
Die Elektrode bzw. die Injektionsnadel wurde vorsichtig entfernt. Anschließend wurde die 
kontralaterale Seite nach der gleichen Vorgehensweise behandelt. Die Kopfhaut wurde per 
Naht verschlossen. 
 
3.6.2. Transplantation unterschiedlicher Zellkonzentrationen 
 
Acht Tage nach der Läsionierung wurde die Stammzell-Transplantation durchgeführt. Man 
positionierte die Tiere entsprechend der Läsionierung im Stereotaxie-Rahmen. Die Spitze 
einer  mit Stammzellsuspension abgefüllten Injektionsnadel wurde identisch zu den Parame-
tern, die für die Läsionierung verwendet worden waren, positioniert. Es wurden je drei Tieren 
aus der Gruppe mit NMDA-Läsion und elektrolytischer Läsion bilateral je 50.000 Zellen / 5 
µl von den kultivierten Stammzellen aus der subventrikulären Zone transplantiert. Auf die 
gleiche Weise wurden ebenso drei Tieren aus den beiden Läsionsgruppen bilateral jeweils 
500.000 Zellen / 5 µl transplantiert (Tier R 4 und R 5 erhielten 500.000 Zellen / 10 µl). Als 
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Kontrolle für die verschiedenen Läsionsarten erhielten die übrigen zwei Tiere der jeweiligen 
Läsionsgruppe keine Stammzellen. Um eine Aussage bezüglich des Einflusses der 
Läsionierung auf das Empfängergewebe und die Transplantatzellen machen zu können, wurde 
eine Kontrollgruppe aus acht Tieren mit intakter Inselrinde aufgestellt. Von diesen Ratten 
wurden jeweils drei Tiere bilateral mit 50.000 Zellen / 5 µl und drei Tiere mit 500.000 Zellen 
/ 5 µl transplantiert, zwei Tiere wurden weder läsioniert noch transplantiert. Die Injektionsna-
del wurde nach Abschluss der Injektion für 3 Minuten im Gewebe belassen, um ein Zurück-
fließen der Transplantatflüssigkeit zu verhindern. Die Wunde wurde mit Naht verschlossen. 
 
Am 26. Tag nach der Transplantation beendete man das Experiment und die Tiere wurden, 
wie unter 3.8 geschildert, perfundiert. 
 
3.7 Experiment 3: Wachstum von transplantierten Stammzellen  
      unter Immunmodulation 
 
Um die Auswirkung der immunmodulierenden Medikamente Minocyclin und Indomethazin 
auf das Wachstum von transplantierten Stammzellen zu analysieren, wurden 20 adulte Ratten 
mit einem Körpergewicht von ca. 200 g in 9 verschiedene Versuchsgruppen wie folgt einge-
teilt: 
 
Tiere (n) Bilaterale Elektro-
läsion 
Transplantation 
von Stammzellen 
Immunmodulation 
R 1-2 + _ Minocyclin 
R 3-4 + + Minocyclin 
R 5 + 7* + _ Indomethazin 
R 6 + 8 + + Indomethazin 
R 9-10 + _ Puffer 
R 11-12 + + Puffer 
R 13-15 _ + Minocyclin 
R 16-18 _ + Indomethazin 
R 19-20 _ + Puffer 
* Tier R 7 ist am 6. Tag nach der Elektroläsion gestorben 
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Die Läsionierung, Transplantation, Verabreichung der Medikamente sowie Perfusion liefen 
zeitlich wie folgt ab: 
 
Abb. 5:  Zeitlicher Ablauf des Experiments mit Einsatz von Mikroglia-inhibitorischen Medikamenten. Nach 
 bilateraler elektrischer Läsion der Inselrinde wurden läsionierten Tieren und Kontrolltieren Minocyclin 
 entsprechend des täglichen individuellen Körpergewichts der Tiere an den ersten drei Tagen mit Beginn  
 unmittelbar nach der Läsionierung zweimal täglich (vor- und nachmittags), an den folgenden vier Tagen 
 jeweils einmal täglich injiziert. Indomethazin wurde ebenso direkt nach der Läsionierung entsprechend 
 des täglichen Körpergewichts den läsionierten Tieren zweimal täglich verabreicht. Die Kontrolltiere 
 erhielten entsprechend täglich Puffer verabreicht.  
 
3.7.1 Bilaterale elektrische Läsionierung 
 
Die Tiere 1-12 wurden, wie unter 3.6.1.1 erläutert, bilateral elektrisch läsioniert (stereotakti-
sche Parameter: AP: +1,2, ML: +/-5,3, DV: -6,5). 
 
3.7.2 Medikamentenbehandlung 
 
Um analysieren zu können, ob und in welchem Ausmaß aktivierte Mikroglia Einfluss auf das 
Wachstum und die Integration von transplantierten Stammzellen haben, wurden zwei ver-
schiedene Immunmodulatoren eingesetzt. Vor jeder Injektion wurden die Tiere zur Feststel-
lung des aktuellen Körpergewichtes und zur Bestimmung der individuellen Wirkstoffmenge 
gewogen. Die erste Injektion wurde am Tag der Elektroläsion verabreicht. 
Die Kontrolltiere erhielten entsprechend ihres täglichen Körpergewichtes einmal täglich Puf-
fer injiziert. 
Läsion Transplantation Perfusion 
7 Tage 14 Tage 
 
Tägliche Injektionsanzahl: 
Minocyclin 50 mg / kg KG 2-2-2-1-1-1-1 
Indomethazin 2,5 mg / kg KG 2-2-2-2-2-2-2 
   t 
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3.7.2.1 Minocyclin 
Der Wirkstoff Minocyclin wurde in der Konzentration von 50 mg / kg Körpergewicht in den 
ersten drei Tagen nach der Elektroläsion je zweimal täglich (vor- und nachmittags), vom vier-
ten bis siebten Tag nach der Elektroläsion einmal täglich (vormittags) i. p. injiziert.  
 
3.7.2.2 Indomethazin 
Indomethazin wurde mit einer Dosierung von 2,5 mg / kg Körpergewicht in den sieben Tagen 
nach der Elektroläsion jeweils zweimal täglich (vor- und nachmittags) i. p. verabreicht.  
 
3.7.3 Transplantation 
 
Am Tag nach der letzten Injektion der Immunmodulatoren wurden den entsprechenden Tier-
gruppen Stammzellen in den Bereich der Inselrinde transplantiert. Dazu wurden adulte 
Stammzellen, wie unter 3.5 erläutert, verwendet.  
 
Die Ratten wurden auf gleiche Weise wie bei der Elektroläsion narkotisiert, in das Stereota-
xie-Instrument fixiert und die Kopfhautnaht eröffnet. Mittels einer Injektionsnadel suchte man 
entsprechend der Parameter die Inselrinde (siehe 3.7.1) auf. Nun injizierte man langsam eine 
Million Zellen in jede Gehirnhälfte. Da sich aufgrund der Injektion der Gewebedruck erhöhte, 
beließ man die Injektionsnadel für weitere 3 Minuten im Gewebe und zog sie danach vorsich-
tig zurück, um einen Rückfluss der Zellsuspension zu vermeiden. Anschließend wurde die 
Kopfhaut per Naht verschlossen. 
 
Schließlich wurde am 14. Tag nach der Transplantation das Experiment durch Perfusion der 
Versuchstiere, wie unter 3.8 beschrieben, beendet. 
 
3.8 Perfusion der Tiere, Gewebefixation und Entnahme der Gehirne 
 
Die Perfusion der Tiere sowie die Entnahme der Gehirne des Experimentes über Einfluss von 
Läsionsart und Anzahl an transplantierten Stammzellen fanden am 26. Tag nach der Trans-
plantation statt. 
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Für die Tiergruppen des Experimentes über Einfluss von Mikroglia-Inhibitoren auf transplan-
tierte Stammzellen wurde die Perfusion am 14. Tag nach der Transplantation der Stammzel-
len durchgeführt. 
 
Die Perfusion unterlag bei beiden Experimenten dem gleichen Protokoll. Die Tiere wurden 
zuerst gewogen und anschließend durch i. p. Injektion von Narcoren® (Pentobarbital-
Natrium, Dr. Spruss, Universität Regensburg) anästhesiert. Nachdem die Tiere keine 
Schmerzreaktion mehr zeigten, wurde das Sternum freigelegt und entnommen sowie die 
Thymusdrüse entfernt. Mit einer Klemme umfasste man das Herz quer über die Ventrikel, 
klemmte die Herzspitze ab und schnitt längs zum Herzen ein. Über diese Öffnung wurde eine 
stumpfe Kanüle in den linken Ventrikel eingeführt, bis in die Aorta vorgeschoben und mit der 
Klemme verschlossen. Als Ablauf der Perfusionsflüssigkeit wurde das rechte Herzohr einge-
schnitten. Die Perfusion wurde mit auf Eis gekühlter 0,9%-igen NaCl-Lösung über ein Pump-
system für 5-8 Minuten begonnen, um sämtliche Blutbestandteile aus dem Gewebe zu entfer-
nen. Anschließend wurde eine auf Eis gekühlte 4%-ige Paraformaldehyd in 0,1 M PB – Lö-
sung (PFA) als Fixierflüssigkeit für 10-15 Minuten infundiert. Davon wurde pro Tier ca. 100-
150 ml verbraucht.  
 
Zuletzt wurden die Gehirne zusammen mit dem oberen Rückenmark frei präpariert, abge-
trennt und über Nacht in 4%-iger PFA-Lösung nachfixiert. Am Folgetag wurden sie in 30%-
ige Sucroselösung überführt und bis zur weiteren Verarbeitung bei + 4°C gelagert. 
 
3.9 Aufbereitung der Gehirne mittels Kryoschnittverfahren 
 
Zur weiteren Aufarbeitung der fixierten Gehirne fertigte man von diesen in gefrorenem Zu-
stand koronare Schnitte auf einem Schlittenmikrotom an. Hierzu wurde ein Kupferaufsatz am 
Mikrotom befestigt und mit Trockeneis gekühlt. Auf diesen trug man zunächst Tissue tec® 
auf und setzte das von Medulla oblongata und Bulbus Olfactorius abgetrennte Gehirn darauf. 
Nachdem das Gehirngewebe durch eine ca. einminütige Bedeckung mit Trockeneis im gefro-
renen Zustand vorlag, konnten 30 µm dicke koronare Schnitte angefertigt werden. Es wurde 
darauf geachtet, dass der erste und letzte aufzubewahrende Schnitt aus „in sano“ Gewebe be-
stand. Die Schnitte wurden einzeln in mit Kryoprotektionslösung befüllten 96-well-Platten bei 
+ 4° C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. 
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3.10 Histologische Verfahren 
3.10.1 Kresylviolett-(CV)-Färbung 
 
Zur Erlangung einer Übersicht über Ausdehnung, Lokalisation und Morphologie der Stamm-
zelltransplantate und Läsionen wurde eine Kresylviolett-(CV)-Färbung angefertigt. Der basi-
sche Farbstoff  lagert sich an Nukleinsäuren des rauen endoplasmatischen Retikulums in den 
Nervenzellen (sogenannte „Nissl-Schollen“) und stellt somit die Zellkörper von Nervenzellen 
dar (Mulisch und Welsch, 2010). Zunächst wurde jeder 8. Schnitt aus der 
Kryoprotektionslösung in bidest. H20 gegeben und der Reihenfolge entsprechend auf Super-
frost-Plus®-Objektträger aufgezogen und bei Raumtemperatur über Nacht angetrocknet. Am 
nächsten Tag wurden die Objektträger für 20 Minuten in 0,5%-ige CV-Lösung inkubiert und 
in warmen bidest. H2O gespült. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
(30% - 50% - 70% - 96% - 96% - 100% - 100%; jeweils 1 Minute) bis zum Xylol-Ersatz Neo 
Clear® (2 x 15 Minuten) dehydriert. Anschließend wurden die Schnitte mit Neo Mount® 
eingedeckelt. 
 
3.10.2 Indirekte immunhistologische Färbung von ED1-Antigenen 
 
Um den Einfluss von aktivierter Mikroglia auf das Wachstum und die Integration der trans-
plantierten Stammzellen analysieren zu können, führte man eine „free floating“ immunhisto-
logische ED1-Färbung durch. Hierbei wurde das für aktivierte Makrophagen typische 
lysosomale Antigen CD 68 mit dem spezifischen Antikörper ED1 markiert (Damoiseaux et 
al., 1994). Mit Hilfe eines sekundären Antikörpers und einer Peroxidase-vermittelten Farbre-
aktion stellte man diese Zellen visuell dar.  
 
Entsprechend eines Abstandes von 360 µm wurde jeder 12. Schnitt pro Tier verwendet. Als 
Negativkontrolle wurde ein einzelner Schnitt eines beliebigen Tieres verwendet. Die einzel-
nen Färbe- und Waschschritte wurden in 48-well- bzw. 6-well-Platten durchgeführt. Die 
Überführung der Schnitte in die verschiedenen Lösungen wurde mittels Netwells®, kleiner 
Kunststoffbehälter mit netzartigem Boden, sowie eines Aquarellmalpinsels erleichtert. Sämt-
liche Wasch- und Inkubationsvorgänge wurden auf einem Schüttelgerät durchgeführt, sodass 
sich die Schnitte nicht verklebten und die Antikörper gleichmäßig verteilt wurden.  
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Die freischwimmenden Schnitte wurden zunächst aus der Kryo-Protektions-Lösung in Tris-T-
Puffer überführt und mehrmals gewaschen, um nicht gebundene oder unspezifische Bindun-
gen zu neutralisieren. 
 
Nun wurden die Schnitte für 45 Minuten in Blocklösung inkubiert, um ein ausschließlich spe-
zifisches Binden der Antikörper an das Gewebe zu ermöglichen und falsch positive Ergebnis-
se zu vermeiden. Eine Lösung des Primär-Antikörpers sowohl für die Versuchstiere (Maus-
anti-ED1-IgG, 1: 300) als auch für die Negativkontrolle (Maus-IgG, 1:120) wurde hergestellt. 
Man führte die Schnitte in diese über, versiegelte die Wellplatten mit Parafilm und ließ sie 
über Nacht bei + 4°C auf dem Schüttler inkubieren. Am Folgetag wurden die Schnitte zu-
nächst mit Tris-T-Puffer mehrmals gewaschen, um nicht gebundene Primärimmunglobuline 
vom Gewebe zu lösen. Man stellte eine Lösung mit dem Biotin markierten Sekundär-
Antikörper (Esel-anti-Maus-IgG-Biotin, 1:300) her. Die Schnitte wurden dahin überführt und 
für 2 Stunden inkubiert. Es schlossen sich mehrere Waschvorgänge in Tris-T-Puffer zur Eli-
minierung von überschüssigen Antikörpern an. Als Nächstes galt es, die im Gewebe verblie-
bene endogene Peroxidase, ein unter anderem in Nervenzellen vorkommendes Enzym, das 
mit dem Detektionssystem reagieren und zu falsch positiven Ergebnisse führen könnte, zu 
blockieren. Hierzu wurden die Schnitte in eine 0,3%-ige H2O2-Lösung für 30 Minuten gege-
ben und anschließend wieder in Tris-T-Puffer gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte 
in den ABC-HRP-Kit, der 1 Stunde vor Gebrauch aus 5 ml Tris-T-Puffer, 2 Tropfen Lösung 
A und 2 Tropfen Lösung B hergestellt worden war, überführt und für 2 Stunden inkubiert. 
Hierbei entstand eine Verbindung zwischen dem Biotin des Sekundärantikörpers und dem 
Avidin-Meerrettichperoxidase-Komplex. 
 
Nach mehrfachem Waschen in Tris-T-Puffer wurden die Schnitte in den DAB-Kit, der das 
Chromogen 3,3-Diaminobenzidin enthält, zugegeben und für ca. sieben Minuten inkubiert. 
Das zunächst leicht bräunliche DAB reagierte in Anwesenheit der Meerrettichperoxidase zu 
seinem braunen Farbprodukt. Somit wurden die ED1-Antigene hochselektiv für die weiteren 
lichtmikroskopischen Untersuchungen dargestellt. Die Schnitte wurden danach zweimal in 
Tris-T-Puffer gewaschen. Anschließend folgte das Aufziehen der einzelnen Schnitte auf Su-
perfrost-Plus-Objektträger® und das Eindeckeln mit Neo Mount®.  
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3.11 Lichtmikroskopische Auswertung  
 
Zur Analyse von Größe, Lokalisation und Morphologie der Transplantate wurden die CV-
gefärbten Schnitte herangezogen. Um eine vergleichbare Ausgangsbasis der zu erhebenden 
Werte zu schaffen, wurden zunächst Kriterien bezüglich Lokalisation und Morphologie der zu 
messenden Transplantate oder Läsionen aufgestellt. Bewertet wurden Transplantate und Läsi-
onsstellen im Bereich des Cortex. Nicht berücksichtigt wurden Areale, die das Striatum betra-
fen, da man von unterschiedlichen Umgebungsbedingungen für die transplantierten Stamm-
zellen und folglich von einer verschiedenen Differenzierung im Bereich des Striatums ausge-
hen musste. Ebenso wurden Transplantate bzw. Läsionen an der Oberfläche des Gehirngewe-
bes nicht zur Auswertung mit einbezogen, da es sich hierbei um mögliche Streuartefakte oder 
läsionsbedingte Artefakte im Bereich des Einstichkanals handeln konnte. 
 
Durch das Schneiden des Gewebes in gefrorenem Zustand und die weitere Bearbeitung der 
Schnitte nach der „free-floating“- Methode, aber auch wegen der instabilen Gewebestruktur, 
lösten sich zum Teil Transplantate und läsioniertes, nekrotisches Gewebe heraus und hinter-
ließen entsprechend gewebefreie Stellen. Diese Areale wurden unter Berücksichtigung der 
Grenze zu Striatum und Oberfläche separat gemessen und in den einzelnen Berechnungen mit 
aufgeführt. Hinsichtlich der Morphologie teilte man die Transplantate in festes oder locker 
angeordnetes Gewebe und Bereiche mit fehlendem Gewebe ein. Festes Gewebe zeigte eine 
ähnlich hohe Zellanzahl und Struktur wie natives Gewebe. Somit war hier von einer guten 
Integration der transplantierten Zellen auszugehen. Lockeres Gewebe war wabenartig mit 
erweiterten Interzellularräumen aufgebaut und wirkte instabil. Die Integration in das Empfän-
gergewebe war nicht eindeutig zu beurteilen. Es war jedoch anzunehmen, dass sie schlechter 
als beim festen Transplantat war. Fehlendes Gewebe wurde verursacht durch Gewebeunter-
gang nach Läsion oder im Rahmen der Verarbeitung des Materials (z. B. Schneiden, Färben, 
Waschvorgänge). 
 
Es wurden alle gefärbte Schnitte eines Tieres (ca. 10-12 pro Tier) unter dem Lichtmikroskop 
in vierfacher Vergrößerung untersucht. Jede Hirnhemisphäre wurde einzeln mittels der Farb-
kamera in vierfacher Vergrößerung als digitales Farbfoto aufgenommen. Entsprechend der 
obigen Kriterien maß man die Bereiche mit Transplantate, Läsionsgebieten und fehlendem 
Gewebe aus. 
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Man fertigte Excel-Tabellen an, worin Schnittnummer, Morphologie sowie Größe und Um-
fang der Läsionen bzw. Transplantate vermerkt wurden. Anschließend berechnete man mit 
Hilfe des Programms Excel die Flächen in µm² für beide Gehirnhemisphären jeweils für jeden 
einzelnen Schnitt (im Abstand von 360 µm), die durchschnittliche Fläche und Standardabwei-
chung der einzelnen Vergleichsgruppen und stellte sie graphisch gegenüber. 
 
3.12 Stereologie 
 
Die quantitative Auswertung der immunhistologischen ED1-Präparate wurde, unterstützt von 
einem Stereologie-Programm, vorgenommen. Hierbei handelt es sich um eine Technik, histo-
logische Schnitte dreidimensional durchmustern zu können. Bei dem Stereologie-Mikroskop 
konnte man den Brennpunkt in verschiedene Ebenen verschieben. Dadurch erfasste man zu-
sätzliche Bereiche des Gewebes und konnte die Auswertungen wie z. B. von Häufigkeit und 
Verteilung der markierten Zellen noch genauer als im herkömmlichen Lichtmikroskop erfas-
sen. Diese Methode brachte unsere Auswertung hinsichtlich Verteilung und Häufigkeit von 
ED1-positiven Zellen noch näher an die Realität.  
 
Um die Analyse auf eine geringere Schnittanzahl einzuschränken und trotzdem das gesamte 
Transplantat- bzw. Läsionsareal beurteilen zu können, wählte man diejenigen Schnitte aus, 
die in den drei Bereichen (1) Interaural + 11,70 bis + 10,70mm / Bregma + 2,70 bis + 
1,70mm, (2) Interaural + 10,2 bis + 9,7mm / Bregma +1,2 bis + 0,7mm und (3) Interaural + 
9,2 bis + 8,7mm / Bregma + 0,2 bis - 0,3mm (gemäß der stereotaktischen Koordinaten aus 
dem Katalog von  Paxinos und Watson, 1998) lagen und bezeichnete sie mit „anterior“, „me-
dial“ und „posterior“. Die einzelnen Schnitte wurden in zehnfacher Vergrößerung entspre-
chend den Kriterien, die bei den Messungen in der CV-Färbung angewandt wurden, ausge-
wertet.  
 
Zur Quantifizierung der ED1-positiven Zellen wurden die Transplantate in eine „periphere 
Zone“ und eine „zentrale Zone“ eingeteilt. Die periphere Zone beinhaltete sämtliche eindeutig 
markierte Zellen, die im näheren, das Transplantat oder die Läsion umgebenden Gewebe la-
gen. Die zentrale Zone grenzte unmittelbar an das Transplantat oder an die Läsion an. In jeder 
Zone wurden jeweils vier Gesichtsfelder ausgewählt, die die Zellverteilung repräsentativ für 
die jeweilige Zone widerspiegelte. Bei einer zu geringen Zonenfläche wurden drei Felder aus-
gezählt. Das einzelne Gesichtsfeld entsprach einer Fläche von ca. 9200 µm². Man teilte die 
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gezählten Zellen in „große Zellen“ und „kleine Zellen“ ein. „Große Zellen“ besaßen klar er-
kennbare Zellgrenzen mit einem eindeutigen Zellkörper. Sie unterschieden sich hinsichtlich 
der Größe des Zellkörpers klar von den „kleinen Zellen“. Diese letzteren entsprachen Makro-
phagen, die aufgrund der Schnittdicke von 30 µm nur teilweise angeschnitten bzw. aufgrund 
der geringeren Aktivierung schwächer gefärbt waren (Dijkstra et al., 1985; Damoiseaux et al., 
1994). Die Fläche der jeweiligen Zone wurde markiert. Die Zellanzahl der einzelnen Ge-
sichtsfelder pro Zone wurde auf die Gesamtfläche der einzelnen Zonen berechnet.  
 
Die auf die Gesamtfläche der einzelnen Zonen (periphere und zentrale Zone) umgerechneten 
Zellen (Zellen / µm²) wurden in Excel-Tabellen zusammengestellt. Dabei unterschied man 
zwischen der topographischen Lokalisation des ausgewerteten Areals (anterior, medial, 
posterior, rechte und linke Gehirnhälfte), Zellgröße (klein, groß) und Zone (periphere Zone, 
zentrale Zone). Schließlich fasste man die in den drei topographischen Bereichen (anterior + 
medial + posterior) ermittelten Zellen pro Tier zusammen. Es wurde mittels Excel-Software 
Gruppendurchschnitt und Standardabweichung berechnet und graphisch veranschaulicht.  
 
3.13 Statistische Auswertung 
 
Für die statistische Auswertung mittels computergestützten SPSS-Programms dienten die 
Daten der CV- und ED1-Färbungen. Nach eingehender Analyse der Ergebnisse in der ED1-
Färbung entschied man sich, die Daten der „großen Zellen“, die als eindeutig markierte Zellen 
gewertet worden sind, in den einzelnen topographischen Loci (anterior, medial, posterior) 
sowie in Summe der drei Loci (anterior + medial + posterior)  als Grundlage der 
Signifikanzberechnung zu verwenden.  
 
Um die statistische Signifikanz der Ergebnisse der verschiedenen Experimente zu berechnen, 
benutzte man den Mann-Whitney-U-Test. Dies ist eine nicht-parametrische Testmethode für 
unabhängige Stichproben aus nicht-Gauß´schen Mengen, da man aufgrund der geringen Ver-
suchstieranzahl von einer Abweichung von der Gauß´schen Normalverteilung auszugehen 
hatte. Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % (p < 0,05) sind Unterschiede 
als signifikant betrachtet worden. Aufgrund der geringen Fallzahlen (1 ≤ n ≤ 3) ist selten das 
Signifikanz-Niveau erreicht worden. Die Testergebnisse, die 0,05 ≤ p < 0,1, also eine 
Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 10 %, erzielten, wurden als „Trend“ oder „tenden-
ziell different“ eingestuft.  
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4. RESULTATE 
 
4.1 Anzahl der Zellen 
 
Im ersten Experiment wurde der Einfluss unterschiedlicher Anzahl an transplantierten 
Stammzellen auf ihr Wachstum und Integrationsverhalten analysiert. Die Tiere erhielten nach 
Elektroläsion oder NMDA-Läsion bilateral im Bereich der Inselrinde 50.000 Zellen / 5 µl 
bzw. 500.000 Zellen / 5 µl adulte SVZ-Stammzellen. Es wurden Gruppen mit Transplantation 
in intakte Inselrinde, Transplantation nach NMDA-Läsion und Elektroläsion betrachtet. 
 
4.1.1 Wachstums- und Integrationsanalyse anhand der CV-Färbung 
 
Die CV-gefärbten Schnittpräparate wurden auf Größe und Morphologie von Läsion und 
Transplantat hin lichtmikroskopisch untersucht. 
 
Transplantationsfläche nach Transplantation unterschiedlicher Zellanzahl in intakte 
Inselrinde: 
 
 
0
200.000
400.000
600.000
800.000
50`Z. 500`Z.
µm
²
 
Gruppe 
festes 
Trans. (µm²) 
lockeres 
Trans. (µm²) 
fehlendes 
Trans. (µm²) 
gesamtes 
Trans. (µm²) n Signifikanz 
50`Z. 
23.021 101.713 67.784 192.518 
3 n. s. 
194.241 0 0 194.241 
0 731.966 32.450 764.415 
500`Z. 
203.416 0 0 203.416 
3  
32.202 0 0 32.202 
336.822 0 0 336.822 
 
Abb. 6 und Tab. 1: Hinsichtlich der unterschiedlichen Zellmenge, welche in intakte Inselrinde transplan-
   tiert wurde, zeigte die Gruppe mit 50.000 Zellen durchschnittlich eine größere Trans- 
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Cortex 
Striatum 
 
Trans. 
   plantatfläche (Abb., fest + locker) auf als die Gruppe mit 500.000 Zellen (n. s.). 
   Hauptsächlich dafür verantwortlich war die große Fläche mit lockerem Gewebe von 
   Tier R 18 aus der Gruppe mit 50.000 Zellen. In der Gruppe mit 500.000 Zellen war 
   ausschließlich festes Transplantat zu finden. Daher waren Unterschiede im Bereich 
   mit festem (p = 0,127), lockerem und fehlendem (p = 0,121) Transplantat zu erken-
   nen.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 
a) Intakt + 50.000 Z.               b) Intakt + 500.000 Z. 
Abb. 7,8: Es zeigen a) und b) intaktes Gehirngewebe mit unterschiedlicher Anzahl an transplantierten 
 Zellen. Die Transplantate besitzen ein kompaktes Aussehen. 
 
 
Transplantatfläche unterschiedlicher transplantierter Zellanzahl nach NMDA-Läsion bzw. 
Läsionsfläche: 
 
0
10.000.000
20.000.000
30.000.000
NMDA-Lx+ 50`Z. NMDA-Lx+500`Z. NMDA-Lx
µm
²
 
 
 
 
Cortex 
Striatum 
 
 
 
Trans. 
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Cortex 
Trans. 
Cortex 
Trans. 
Gruppe 
festes  
Trans. (µm²) 
lockeres 
Trans. (µm²) 
fehlendes 
Trans. (µm²) 
gesamtes 
Trans./ Lä-
sion(µm²)  n Signifikanz 
NMDA-
Lx+ 50`Z. 
0 13.531.350 12.445.133 25.976.483 
3 n. s. 
0 23.578.608 2.869.454 26.448.062 
0 21.340.718 9.766.871 31.107.589 
NMDA-
Lx+500`Z. 
0 20.576.400 2.578.142 23.154.542 
3  
74.426 21.418.315 6.627.905 28.120.646 
0 11.931.566 796.148 12.727.716 
NMDA-Lx 
0 0 0 24.311.083 
2  0 0 0 13.509.589 
 
Abb. 9 und Tab. 2: In der Abbildung wurde die Größe der NMDA-Läsion den transplantierten Gruppen 
mit vorhergehender NMDA-Läsion (festes + lockeres Transplantat) gegenübergestellt. 
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den transplantierten Gruppen 
(p = 0,127 festes Transplantat, da lediglich im Tier R 5 vorhanden). Die Gruppe  
NMDA-Lx + 50.000 Zellen zeigte mit  p = 0,083 eine tendenziell größere Gesamtflä-
che (festes + lockeres + fehlendes Gewebe) gegenüber der Kontrollgruppe auf. In der 
NMDA-Gruppe wurde insgesamt kaum kompaktes Transplantatgewebe gefunden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c) NMDA-Lx + 50.000 Zellen            d) NMDA-Lx + 500.000 Zellen 
Abb. 10, 11: Abbildungen c) und d) zeigen NMDA-läsionierte Hemisphären mit unterschiedlicher Anzahl 
an transplantierten Zellen. 
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Transplantatfläche unterschiedlicher transplantierter Zellanzahl nach Elektroläsion bzw.  
Läsionsfläche: 
0
5.000.000
10.000.000
15.000.000
Elx+50`Z. Elx+500`Z. Elx
µm
²
 
Gruppe 
festes 
Trans. (µm²) 
lockeres 
Trans. (µm²) 
fehlendes 
Trans. (µm²) 
gesamtes Trans./ 
Läsion (µm²) n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
30.412 2.750.566 3.471.886 6.252.864 
3 n. s. 
0 5.170.834 4.878.138 10.048.972 
87.500 3.983.141 3.591.554 7.662.194 
ELx+500`Z. 
0 2.021.202 8.243.807 10.265.008 
3 n. s. 
0 4.015.727 545.431 4.561.158 
0 1.124.356 1.378.143 2.564.051 
ELx 
0 0 0 3.641.615 
2  0 0 0 9.221.307 
 
Abb. 12 und Tab. 3:  Bildliche Gegenüberstellung der Transplantatfläche (fest + locker) der Versuchs-
 gruppen mit ELx und Kontrollgruppe. Im Größenvergleich vom Transplantat mit fes-
 ter + lockerer Eigenschaft führte die Gruppe ELx + 50.000 Zellen mit p = 0,127 und 
 beim Transplantat mit fester Morphologie mit p = 0,121 gegenüber der Gruppe mit 
 500.000 Zellen. Insgesamt war kaum festes  Transplantat zu erkennen (festes Trans-
 plantat nur in R 9 und R 11), viel Gewebe verloren gegangen und konnte nicht analy-
 siert werden (siehe Tabelle).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
e) Elektroläsion + 50.000 Z.    f) Elektroläsion + 500.000 Z. 
Abb. 13, 14:  In Abbildungen e) und f) sind elektroläsionierte, transplantierte Schnitte mit großen Flächen an 
 verloren gegangenem Gewebe dargestellt.  
Cortex Cortex 
Läsion Läsion 
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4.1.2 Makrophagen-Aktivität anhand Zählung ED1-positiver Zellen 
 
Anhand der Anzahl an aktivierten Makrophagen peripher sowie zentral um die Transplantate 
und Läsionen wurde die Entzündungsreaktion in den drei Gruppen untersucht. 
 
4.1.2.1 Periphere Zone 
ED1-positive Zellen in intakter Inselrinde nach Transplantation in der peripheren Zone: 
 
 
0
0,001
0,002
0,003
50` Z. 500` Z.
Ze
lle
n
/µ
m
²
 
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
50` Z. 
0,000435 
0,000616 0,000208 3 n. s. 
0,000842 
0,000571 
500` Z. 
0,000625 
0,001603 0,000960 3  
0,001639 
0,002543 
 
Abb. 15 und Tab. 4:  Zwischen den verschiedenen transplantierten Zellmengen (anterior, medial, poste-
   rior zusammengefasst) wurde in der Gruppe mit 500.000 Zellen mehr markierte ED1-
   Zellen im peripheren Läsionsareal gefunden (p = 0,127). 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
50` Z. 
0,000408 
0,000217 0,000205 3 n. s. 
0 
0,000245 
500` Z. 
0,000163 
 
 
0,000054 
 
 
0,000094 3  
0 
0 
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Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
50` Z. 
0,000027 
0,000272 0,000222 3 n. s. 
0,000462 
0,000326 
500` Z. 
0,000462 
0,001371 0,000809 3  
0,001639 
0,002011 
 
Posterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
50` Z. 
0 
0,000127 0,00022 3 n. s. 
0,000380 
0 
500` Z. 
0 
0,000178 0,000308 3  
0 
0,000533 
 
Tab. 5-7: Zur genaueren Einschätzung der räumlichen Verteilung der markierten Makrophagen (anterior, 
  medial, posterior) wurden im medialen Abschnitt der Gruppe 500.000 Zellen mehr markierte 
  Zellen gefunden (p = 0,077). Markierte Zellen traten bei allen Tieren überwiegend im medialen 
  Bereich auf, im anterioren und posterioren Abschnitt nur in vereinzelten Tieren. 
 
 
ED1-positive Zellen nach NMDA-Läsion mit unterschiedlicher transplantierter Zellmenge in 
der peripheren Zone: 
0
0,001
0,002
0,003
0,004
NMDA-Lx+ 50`Z. NMDA-Lx+ 500`Z. NMDA-Lx
Ze
lle
n
/µ
m
²
  
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,003460 
0,001661 0,001633 3 n. s. 
0,001250 
0,000272 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,000598 
0,001265 0,000699 3 n. s. 
0,001205 
0,001993 
NMDA-Lx 
0,002889 
0,002939 0,000070 2  0,002989 
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Abb. 16 und Tab. 8:  Abbildung der ED1-positiven Zellen (anterior, medial und posterior zusam-
  mengefasst). In der Kontrollgruppe wurden annähernd doppelt so viele ED1-
  positive Zellen gefunden wie in den beiden transplantierten Gruppen  
  (p = 0,083). Zwischen den beiden transplantierten Gruppen ergab sich kein 
  wesentlicher Unterschied. 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,002011 
0,000978 0,000943 3 n. s. 
0,000761 
0,000163 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,000245 
0,000513 0,000361 3 n. s. 
0,000924 
0,000371 
NMDA-Lx 
0,001884 
0,001472 0,000583 2  0,001060 
 
Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,001449 
0,000673 0,000702 3 n. s. 
0,000489 
0,000082 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,000217 
0,000314 0,000241 3 n. s. 
0,000136 
0,000589 
NMDA-Lx 
0,000734 
0,000910 0,000250 2  0,001087 
 
Posterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm²  STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0 
0,000009 0,000016  0,046 
0 
0,000027 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,000136 
0,000438 0,000515  n. s. 
0,000145 
0,001033 
NMDA-Lx 
0,000272 
0,000557 0,000404   0,000842 
 
Tab. 9-11:  Im anterioren und medialen Abschnitt zeigten sich  in der Kontrollgruppe tendenziell signifi-
 kant mehr markierte Zellen als in der NMDA-Gruppe mit 500.000 Zellen (p = 0,083). Im 
 posterioren Bereich hatte die Gruppe mit 50.000 Zellen signifikant weniger markierte Makro-
 phagen als die Gruppe mit 500.000 Zellen (p = 0,046) und deutlich weniger als die Kontroll-
 gruppe (p = 0,076). Insgesamt wurden bei allen Tieren (bis auf Tier R 1 und R 2 aus der 
 NMDA-Gruppe mit 50.000 Zellen) in allen Abschnitten markierte ED1-positive Zellen gewer-
 tet. 
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ED1-positive Zellen nach Elektroläsion mit unterschiedlicher transplantierter Zellmenge in  
der peripheren Zone: 
 
0
0,001
0,002
0,003
ELx+50`Z. ELx+500`Z. ELx
Ze
lle
n
/µ
m
²
 
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
0,001060 
0,001478 0,000395 3 n. s. 
0,001531 
0,001845 
ELx+500`Z. 
0,000978 
0,001051 0,000682 3 n. s. 
0,000408 
0,001766 
ELx 
0,002147 
0,001454 0,000980 2  0,000761 
 
Abb. 17 und Tab. 12: Während sich die Gruppe mit der Transplantation von 50.000 Zellen unwesentlich von 
   der Kontrollgruppe unterschied, wies die Gruppe mit 500.000 Zellen durchschnittlich  
   weniger aktivierte Makrophagen in der peripheren Zone auf (anterior, medial und 
   posterior zusammengefasst). Eine signifikante oder tendenzielle Differenz wurde nicht 
   ermittelt. 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
0,000571 
0,000420 0,000159 3 n. s. 
0,000435 
0,000254 
ELx+500`Z. 
0,000380 
0,000389 0,000285 3 n. s. 
0,000109 
0,000679 
ELx 
0,001196 
0,000652 0,000769 2  0,000109 
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Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm²  
Mittelwert  
Zellen/µm²  STD n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
0,000489 
0,000598 0,000288 3 n. s. 
0,000380 
0,000924 
ELx+500`Z. 
0,000598 
0,000507 0,000181 3 n. s. 
0,000299 
0,000625 
ELx 
0,000598 
0,000625 0,000038 2  0,000652 
 
Posterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm²  
Mittelwert  
Zellen/µm²  STD n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
0 
0,000461 0,000400 3 n. s. 
0,000716 
0,000667 
ELx+500`Z. 
0 
0,000154 0,000267 3 n. s. 
0 
0,000462 
ELx 
0,000353 
0,000177 0,000250 2  0 
 
Tab. 13-15: Bezüglich der räumlichen Verteilung der markierten Zellen zeigte sich keine signifikante Auf-
  fälligkeit. Bei vier Tieren (R 9, R 12, R 13, R16) wurden im posterioren Bereich keine Zellen 
  gefunden. 
 
4.1.2.2 Zentrale Zone 
ED1-positive Zellen nach Transplantation unterschiedlicher Zellanzahl in intakte Inselrinde in 
der zentralen Zone: 
 
0
0,002
0,004
0,006
0,008
50` Z. 500` Z.
Ze
lle
n
/µ
m
²
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Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
50` Z. 
0,001739 
0,003819 0,002514 3 n. s. 
0,003106 
0,006612 
500` Z. 
0,004165 
0,003863 0,001133 3  
0,004814 
0,002609 
 
Abb. 18 und Tab. 16: Bei der Transplantation in intakte Inselrinde zeigte sich zwischen den zwei verschie-
 denen Zellmengen im unmittelbaren Transplantationsareal kein relevanter Unterschied 
 hinsichtlich der Anzahl an aktivierten Makrophagen (anterior, medial und posterior 
 zusammengefasst). 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
50` Z. 
0,001087 
0,001232 0,001310 3 n. s. 
0 
0,002609 
500` Z. 
0,000842 
0,000281 0,000486 3  
0 
0 
 
Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
50` Z. 
0,000652 
0,002587 0,001735 3 n. s. 
0,003106 
0,004004 
500` Z. 
0,003323 
0,002712 0,002464 3  
0,004814 
0 
 
Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
50` Z. 
0 
0 0 3 n. s. 
0 
0 
500` Z. 
0 
0,000870 0,001506 3  
0 
0,002609 
 
Tab. 17-19: Im posterioren Bereich wurden lediglich bei einem Tier (R 22) markierte Zellen gefunden. 
 Auch anterior waren in wenigen Tieren (R 18, R 21, R 22) Zellen gefärbt. Die meisten Zellen 
 traten im medialen Abschnitt auf. Es wurde zwischen den beiden transplantierten Zellmengen 
 kein signifikanter Unterschied gefunden. 
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ED1-positive Zellen nach NMDA-Läsion und Transplantation unterschiedlicher Zellanzahl in 
der zentralen Zone: 
 
0
0,005
0,01
0,015
0,02
NMDA-Lx+ 50`Z. NMDA-Lx+ 500`Z. NMDA-Lx
Ze
lle
n
/µ
m
²
 
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,011141 
0,009109 0,004122 3 n. s. 
0,011821 
0,004366 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,006168 
0,009600 0,003307 3 n. s. 
0,009864 
0,012766 
NMDA-Lx 
0,014632 
0,016188 0,002201 2  0,017745 
 
Abb. 19 und Tab. 20: Zwischen der Gruppe NMDA + 50.000 Zellen und der Kontrollgruppe sowie zwi-
 schen der Gruppe NMDA + 500.000 Zellen und der Kontrollgruppe wurden tenden-
 ziell signifikante Unterschiede mit jeweils p = 0,083 festgestellt (anterior, medial und 
 posterior zusammengefasst). Hier wiesen die transplantierten Gruppen weniger mar-
 kierte Zellen auf als die Kontrollgruppe. Diese Feststellung stimmte mit der Beobach-
 tung in der peripheren Zone (NMDA-Lx mit p = 0,083 mehr ED1-positive Zellen als 
 NMDA + 500.000 Zellen) überein. 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,009266 
0,005996 0,004069 3 n. s. 
0,007283 
0,001440 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,003750 
0,004937 0,001060 3 n. s. 
0,005788 
0,005272 
NMDA-Lx 
0,005190 
0,006046 0,001211 2  0,006902 
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Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,001875 
0,003004 0,001377 3 n. s. 
0,004538 
0,002600 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,001196 
0,002870 0,002315 3 n. s. 
0,001902 
0,005511 
NMDA-Lx 
0,007636 
0,007364 0,000384 2  0,007092 
 
Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0 
0,000109 0,000188 3 0,046 
0 
0,000326 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,001223 
0,001793 0,000503 3 n. s. 
0,002174 
0,001984 
NMDA-Lx 
0,001806 
0,002778 0,001375 2  0,003750 
 
Tab. 21-23: Während sich bei den markierten Zellen im anterioren Bereich kein relevanter Unterschied 
zeigte, konnten im medialen Abschnitt sowohl in der Gruppe NMDA + 50.000 Zellen als auch 
in der Gruppe NMDA + 500.000 Zellen tendenziell weniger markierte Makrophagen gefunden 
werden als in der Kontrollgruppe (p = 0,083). Im posterioren Areal errechnete sich zwischen 
den transplantierten Gruppen eine Signifikanz von p = 0,046, wobei die Gruppe mit 50.000  
Zellen auch deutlich weniger markierte ED1-positive Zellen vorwies. Ähnliches zeigte sich 
zwischen der Gruppe NMDA + 50.000 Zellen und der Kontrollgruppe (p = 0,076). 
 
 
ED1-positive Zellen nach Elektroläsion und Transplantation unterschiedlicher Zellanzahl in 
der zentralen Zone: 
 
0
0,01
0,02
0,03
ELx+50`Z. ELx+500`Z. ELx
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Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
0,012962 
0,014395 0,004059 3 n. s. 
0,011246 
0,018976 
ELx+500`Z. 
0,014429 
0,015438 0,008865 3 n. s. 
0,007121 
0,024764 
ELx 
0,021250 
0,017636 0,005111 2  0,014022 
 
Abb. 20 und Tab. 24:  Zwischen den elektroläsionierten, transplantierten Tieren und der Kontrollgruppe war 
 kein signifikanter und auch kein tendenzieller Unterschied hinsichtlich der Anzahl an 
 ED1-markierten Zellen in der unmittelbaren Läsionsregion zu erkennen (anterior, me-
 dial und posterior zusammengefasst). 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
0,006087 
0,005089 0,002720 3 n. s. 
0,002011 
0,007170 
ELx+500`Z. 
0,006277 
0,005631 0,002368 3 n. s. 
0,003007 
0,007609 
ELx 
0,006821 
0,003899 0,004131 2  0,000978 
 
Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
0,006875 
0,006065 0,002264 3 
  
  
n. s. 
0,003507 
0,007811 
ELx+500`Z. 
0,008152 
0,007923 0,003700 3 
  
  
n. s. 
0,004114 
0,011504 
ELx 
0,009130 
0,008859 0,000384 2 
  
  0,008587 
 
Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+50`Z. 
0 
0,003241 0,002938 3 n. s. 
0,005728 
0,003995 
ELx+500`Z. 
0 
0,001884 0,003263 3 n. s. 
0 
0,005652 
ELx 
0,005299 
0,004878 0,000596 2  0,004457 
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Tab. 25-27: Im anterioren und posterioren Abschnitt wurde kein relevanter Unterschied in der Anzahl an 
ED1-markierten Zellen zwischen den Gruppe gefunden. Im medialen Bereich lag die 
Makrophagenanzahl in der Gruppe ELx + 50.000 Zellen mit p = 0,083 tendenziell unter der 
Anzahl  in der Kontrollgruppe. 
 
Die Tiere R23 und R24, welche weder läsioniert noch transplantiert waren, zeigten keine 
markierten Zellen in der peripheren oder zentralen Zone auf. Eine Markierung von ED1-
tragenden Zellen in nativen, weder läsionierten noch transplantierten Tieren wurde somit aus-
geschlossen. 
 
4.2 Läsionsart 
 
Ein weiteres Experiment beschäftigte sich mit der Frage, inwieweit sich Gehirnparenchym, 
das auf unterschiedliche Art und Weise beschädigt worden ist, hinsichtlich extrazellulärem 
Milieu und zellulärer Infrastruktur unterschied und das Überleben und das Wachstum der 
transplantierten Stammzellen beeinflusste. Es wurden für diese Fragestellung Tiergruppen 
bilateral mittels Injektion von NMDA bzw. elektrisch im Bereich der Inselrinde läsioniert und 
mit 50.000 / 5 µl bzw. 500.000 / 5 µl  adulte SVZ-Stammzellen bilateral transplantiert.  
 
4.2.1 Wachstums- und Integrationsanalyse anhand der CV-Färbung 
 
In der CV-Färbung wurde Morphologie, Größe der Läsionen bzw. Transplantate in intakter 
Inselrinde bzw. nach beiden Läsionsarten betrachtet. 
 
Läsionsfläche bei verschiedenen Läsionsarten:  
 
0
10.000.000
20.000.000
30.000.000
NMDA-Lx ELx
µm
²
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Cortex 
 
Läsion 
Läsion 
Gruppe Läsion 
(µm²) 
Mittelwert 
(µm²) 
STD n Signifikanz 
NMDA-Lx 
24.311.082 
 
18.910.335 
 
7.637.809 2  13.509.589 
ELx 
3.641.615 
 
6.431.460 
 
3.945.438 2  9.221.307 
 
Abb. 21 und Tab. 28:  Bereits bei der Betrachtung der Kontrolltiergruppen zeigte sich eine deutliche Flä-
   chendifferenz zwischen der NMDA-Läsion und der Elektroläsion mit p = 0,121 um 
   fast das Dreifache. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a) NMDA-Läsion    b) Elektroläsion 
 
Abb. 22,23:  Morphologisch zeigte sich eine wesentlich größere Läsionsfläche in der NMDA-Gruppe a) im 
Vergleich zur Elektroläsion b). 
 
 
Transplantatfläche mit 50.000 Zellen bei verschiedenen Läsionsarten bzw. Transplantation in 
intakte Inselrinde: 
 
0
5.000.000
10.000.000
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Gruppe 
festes 
Trans. (µm²) 
lockeres 
Trans. (µm²)  
fehlendes 
Trans. (µm²)  
gesamtes 
Trans. (µm²)  n Signifikanz 
NMDA-
Lx+50`Z. 
0 13.531.350 12.445.133 25.976.483 
3 0,050 
0 23.578.608 2.869.454 26.448.062 
0 21.340.718 9.766.871 31.107.589 
ELx+50`Z. 
30.412 2.750.566 3.471.886 6.252.864 
3 0,050 
0 5.170.834 4.878.138 10.048.972 
87.500 3.983.141 3.591.554 7.662.194 
50`Z. 
23.021 101.713 67.784 192.518 
3  
194.241 0 0 194.241 
0 731.966 32.450 764.415 
 
Abb. 24 und Tab. 29:  Es wurden die verschiedenen Läsionsarten mit jeweils 50.000 transplantierten Zellen 
   verglichen (Abb. mit festem und lockerem Transplantat). Hier zeigte sich, dass die 
   NMDA-Gruppe mit p = 0,050  (Tabelle; lockeres, festes + lockeres, gesamtes Trans-
   plantat) und mit p = 0,121 (festes Transplantat) mehr an Transplantatfläche gegenüber 
   der Gruppe ELx + 50.000 Zellen aufwies. Gegenüber der Kontrollgruppe waren die 
   Werte ähnlich. So wurde p = 0,121 (festes Transplantat) und in den übrigen Katego-
   rien (lockeres, festes + lockeres, fehlendes, gesamtes Transplantat) p = 0,050 errech-
   net. Auch die ELx-Gruppe lag beim lockeren, fehlenden, festen + lockeren und ge-
   samten Transplantat über der Kontrollgruppe (p = 0,050). Insgesamt war in der 
   NMDA-Gruppe und ELx-Gruppe überwiegend lockeres Transplantat zu erkennen. 
 
 
Transplantatfläche mit 500.000 Zellen bei verschiedenen Läsionsarten bzw. Transplantation 
in intakte Inselrinde: 
 
0
5.000.000
10.000.000
15.000.000
20.000.000
25.000.000
NMDA-Lx+500`Z. Elx+500`Z. 500`Z.
µm
²
 
 
 
Gruppe 
festes Trans.  
(µm²) 
lockeres 
Trans.  (µm²) 
fehlendes 
Trans. (µm²) 
gesamtes 
Trans. (µm²) n Signifikanz 
NMDA-
Lx+500`Z. 
0 20.576.400 2.578.142 23.154.542 
3 0,037 
74.426 21.418.315 6.627.905 28.120.646 
0 11.931.566 796.148 12.727.713 
ELx+500`
Z. 
0 2.021.202 8.243.807 10.265.008 
3 0,037 
0 4.015.727 545.431 4.561.158 
0 1.124.356 1.378.143 2.502.499 
500`Z. 
203.416 0 0 203.416 
3   
32.202 0 0 32.202 
336.822 0 0 336.822 
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Abb. 25 und Tab. 30: Verglich man in den Gruppen mit jeweils 500.000 transplantierten Zellen den Anteil 
der einzelnen Morphologien an der Gesamtfläche, wurde deutlich, dass bei der NMDA-
läsionierten Gruppe lockeres Transplantat überwog. Dagegen lag bei der Elektroläsion prozen-
tual mehr fehlendes Gewebe vor. Das morphologisch als „fest“ bezeichnete Transplantat war 
überwiegend in der nicht-läsionierten Kontrollgruppe vertreten. Die NMDA-Gruppe hatte, fes-
tes und lockeres Transplantat zusammengefasst, eine etwa um 7fach größere Transplantatfläche 
als die elektroläsionierte Gruppe bzw. ein 94mal größeres Transplantat als die Kontrollgruppe. 
Die Gruppe ELx + 500.000 Zellen hatte eine 12fach größere Transplantatfläche als die Kont-
rollgruppe. 
In der Gruppe NMDA + 500.000 Zellen wurde gegenüber der Gruppe ELx + 500.000 Zellen 
ein größeres Transplantat (locker, locker + fest, gesamt, p = 0,050) gefunden. Im Vergleich zur 
Kontrollgruppe wies die Gruppe NMDA + 500.000 Zellen mit p = 0,037 eine signifikante Dif-
ferenz beim lockeren und fehlenden Transplantat, mit p = 0,050 einen tendenziellen Unter-
schied beim festen + lockeren und gesamten Transplantat und mit p = 0,121 mehr festes Trans-
plantat auf.  
Die Gruppe ELx + 500.000 Zellen hatte mit p = 0,037 gegenüber der Kontrollgruppe ein signi-
 fikant (festes, lockeres, fehlendes Transplantat) und mit p = 0,050 (festes + lockeres, gesamtes 
 Transplantat) tendenziell größere Transplantate. 
 
 
4.2.2 Makrophagen-Aktivität anhand Zählung ED1-positiver Zellen 
 
Schließlich analysierte man anhand der Zählung von ED1-markierten Zellen im läsionsperi-
pheren sowie läsionsangrenzenden Cortex, inwieweit die beiden angewandten Läsionsverfah-
ren, nämlich elektrische Läsion und Läsion durch NMDA, Mikroglia aktivierten und eine 
Abräumreaktion auslösten. 
 
4.2.2.1 Periphere Zone  
ED1-positive Zellen in der peripheren Zone bei der NMDA-Läsion und Elektroläsion: 
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Gruppe Zellen/µm² Mittelwert/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx 
0,002889 
0,002939 0,000071 2 n. s. 0,002989 
ELx 
0,002147 
0,001454 0,000980 2  0,000761 
 
Abb. 26 und Tab. 31:    In der peripheren Zone zeigte die NMDA-Läsion mehr ED1-positive Zellen auf als die 
ELx-Gruppe (p = 0,121) (anterior, medial und posterior zusammengefasst). 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx 
0,001884 
0,001472 0,000583 2 n. s. 0,001060 
ELx 
0,001196 
0,000652 0,000769 2  0,000109 
 
Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx 
0,000734 
0,000910 0,000250 2 n. s. 0,001087 
ELx 
0,000598 
0,000625 0,000038 2  0,000652 
 
Posterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx 
0,000272 
0,000557 0,000404 2 n. s. 0,000842 
ELx 
0,000353 
0,000177 0,000250 2  0 
 
Tab. 32-34: In allen drei separaten Bereichen zeigte die NMDA-Gruppe mehr markierte Zellen auf  (p = 
  0,121).  
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ED1-positive Zellen in der peripheren Zone nach Transplantation von 50.000 Zellen bei ver-
schiedenen Läsionsarten:  
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Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,003460 
0,001661 0,001633 3 n. s. 
0,001250 
0,000272 
ELx+50`Z. 
0,001060 
0,001478 0,000395 3 0,050 
0,001531 
0,001845 
50` Z. 
0,000435 
0,000616 0,000208 3  
0,000842 
0,000571 
 
Abb. 27 und Tab. 35:  Zwischen den läsionierten Gruppen wurde kein relevanter Unterschied hinsichtlich 
 der Anzahl an markierten Abwehrzellen (anterior + medial + posterior) gefunden. Die 
 elektroläsionierten Tiere hatten tendenziell signifikant mehr ED1-positive Zellen als 
 die Kontrolltiere (p = 0,050). Innerhalb der NMDA-Gruppe zeigten die Tiere deutlich 
 unterschiedliche Werte auf. 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,002011 
0,000978 0,000943 3 n. s. 
0,000761 
0,000163 
ELx+50`Z. 
0,000571 
0,000420 0,000159 3 n. s. 
0,000435 
0,000254 
50` Z. 
0,000408 
0,000217 0,000205 3  
0 
0,000245 
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Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,001449 
0,000673 0,000702 3 n. s. 
0,000489 
0,000082 
ELx+50`Z. 
0,000489 
0,000598 0,000288 3 n. s. 
0,000380 
0,000924 
50` Z. 
0,000272 
0,000272 0,000222 3  
0,000462 
0,000326 
 
Posterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm²  
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0 
0,000009 0,000016 3 n. s. 
0 
0,0000272 
ELx+50`Z. 
0 
0,000461 0,000400 3 n. s. 
0,000716 
0,000667 
50` Z. 
0 
0,000127 0,000220 3  
0,000380 
0 
 
Tab. 36-38:  In den einzelnen räumlichen Abschnitten wurden vor allem im posterioren Bereich einiger 
  Tiere keine markierten Zellen gefunden. Die elektroläsionierte Gruppe wies im anterioren und 
  medialen Areal im Vergleich zur Kontrollgruppe mehr ED1-positive Zellen auf (p = 0,127), 
  wie sich in der vorangegangenen Gesamtübersicht angedeutet hatte. 
 
 
ED1-positive Zellen in der peripheren Zone nach Transplantation von 500.000 Zellen bei ver-
schiedenen Läsionsarten: 
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Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,000598 
0,001265 0,000699 3 n. s. 
0,001205 
0,001993 
ELx+500`Z. 
0,000978 
0,001051 0,000682 3 n. s. 
0,000408 
0,001766 
500` Z. 
0,000625 
0,001603 0,000960 3  
0,001639 
0,002543 
 
Abb. 28 und Tab. 39:  Zwischen den verschiedenen Läsionsarten nach Transplantation von 500.000 Zellen 
   waren in der Kontrollgruppe um etwa 1,3mal bzw. 1,5mal mehr ED1-positive Zellen 
   (anterior + medial + posterior zusammengefasst) vorhanden als in der  NMDA-Gruppe 
   bzw. in der ELx-Gruppe. Ein signifikanter Unterschied ergab sich nicht. 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,000245 
0,000513 0,000361 3 0,046 
0,000924 
0,000371 
ELx+500`Z. 
0,000380 
0,000389 0,000285 3 n. s. 
0,000109 
0,000679 
500` Z. 
0,000163 
0,000054 0,000094 3  
0 
0 
 
Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,000217 
0,000314 0,000241 3 n. s. 
0,000136 
0,000589 
ELx+500`Z. 
0,000598 
0,000507 0,000181 3 n. s. 
0,000299 
0,000625 
500` Z. 
0,000462 
0,001371 0,000809 3  
0,001639 
0,002011 
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Posterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,000136 
0,000438 0,000515 3 n. s. 
0,000145 
0,001033 
ELx+500`Z. 
0 
0,000154 0,000267 3 n. s. 
0 
0,000462 
500` Z. 
0 
0,000178 0,000308 3  
0 
0,000533 
 
Tab. 40-42: Betrachtete man die einzelnen räumlichen Abschnitte separat, wies die NMDA-Gruppe im 
  anterioren Bereich 9,5mal mehr markierte Zellen auf als die Kontrollgruppe (p = 0,046), ge-
  folgt von der ELx-Gruppe (p = 0,121). Währenddessen hatte im medialen Areal die Kontroll-
  gruppe um 2,7mal mehr ED1-positive Zellen im Vergleich zur ELx-Gruppe und 4,3mal mehr 
  Zellen im Vergleich zur NMDA-Gruppe (p = 0,127); die ELx-Gruppe zeigte mit p = 0,127 
  mehr markierte Zellen auf als die NMDA-Gruppe.  
 
 
4.2.2.2 Zentrale Zone 
ED1-positive Zellen in der zentralen Zone bei der NMDA-Läsion und Elektroläsion: 
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Gruppe  Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx 
0,014632 
0,016188 0,002201 2 n. s. 0,017745 
ELx 
0,021250 
0,017636 0,005111 2  0,014022 
 
Abb. 29 und Tab. 43:  Im Vergleich der beiden Läsionsarten wurde kein relevanter Unterschied hinsichtlich 
 der Anzahl an ED1-positiven Zellen (anterior, medial und posterior zusammengefasst) 
 in der unmittelbaren Umgebung der Läsion festgestellt. 
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Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx 
0,005190 
0,006046 0,001211 2 n. s. 0,006902 
ELx 
0,006821 
0,003899 0,004131 2  0,000978 
 
Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx 
0,007636 
0,007364 0,000384 2 n.s 0,007092 
ELx 
0,009130 
0,008859 0,000384 2  0,008587 
 
Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
  
NMDA-Lx 
0,001806 
0,002778 0,001375 2 
  
n. s. 0,003750 
  
ELx 
0,005299 
0,004878 0,000596 2  
  
  0,004457 
 
Tab. 44-46:  In der räumlichen Aufteilung (anterior, medial und posterior separat) waren in der Gruppe der 
  NMDA-Läsion im medialen und posterioren Abschnitt weniger markierte Zellen vorhanden als 
  in der ELx-Gruppe (p = 0,121). 
 
 
ED1-positive Zellen in der zentralen Zone nach Transplantation von 50.000 Zellen bei ver-
schiedenen Läsionsarten:  
 
0
0,005
0,01
0,015
0,02
NMDA-Lx+ 50`Z. ELx+50`Z. 50` Z.
Ze
lle
n
/µ
m
²
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Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,011141 
0,009109 0,004122 3 
 
 
n. s. 
0,011821 
0,004366 
ELx+50`Z. 
0,012962 
0,014395 0,004059 3 0,050 
0,011246 
0,018976 
50` Z. 
0,001739 
0,003819 0,002514 3  
0,003106 
0,006612 
 
Abb. 30 und Tab. 47:  Bei der Transplantation von 50.000 Zellen waren in der ELx-Gruppe (anterior, medial 
 und posterior zusammengefasst) am meisten markierte Zellen vorhanden. Gegenüber 
 der Kontrollgruppe war ein tendenziell signifikanter Unterschied (p = 0,050) zu er-
 kennen. Die NMDA-Gruppe hatte gegenüber der Kontrollgruppe mehr markierte Zel-
 len vorzuweisen (p = 0,127). 
 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
  
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,009266 
0,005996 0,004069 3 n. s. 
0,007283 
0,001440 
  
  
ELx+50`Z. 
0,006087 
0,005089 0,002720 3 n. s. 
0,002011 
0,007170 
  
  
50` Z. 
0,001087 
0,001232 0,001310 3  
0 
0,002609 
 
Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
  
  
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0,001875 
0,003004 0,001377  
  
n. s.  
0,004538 
0,002600 
  
  
ELx+50`Z. 
0,006875 
0,006065 0,002264  
  
n. s. 
0,003507 
0,007811 
  
  
50` Z. 
0,000652 
0,002587 0,001735   
  
  
  
0,003106 
0,004004 
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Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
  
  
NMDA-Lx+ 
50`Z. 
0 
0,000109 0,000188 3 
  
n. s.  
0 
0,000326 
  
  
ELx+50`Z. 
0 
0,003241 0,002938 3 
  
 
n. s. 
0,005728 
0,003995 
  
  
50` Z. 
0 
0 0 3  
  
  
  
0 
0 
 
Tab. 48-50: Im anterioren Bereich waren in den läsionierten Gruppen mehr markierte Makrophagen vor-
  handen als in der Kontrollgruppe (p = 0,127). Im medialen und posterioren Abschnitt hatte die
  elektroläsionierte Gruppe mehr Zellen als in der Kontrollgruppe (p = 0,127).  
 
 
ED1-positive Zellen in der zentralen Zone nach Transplantation von 500.000 Zellen bei ver-
schiedenen Läsionsarten: 
 
0,00
0,01
0,02
0,03
NMDA-Lx+ 500`Z. ELx+500`Z. 500` Z.
Ze
lle
n
/µ
m
²
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,006168 
0,009600 0,003307 3 0,050 
0,009864 
0,012766 
ELx+500`Z. 
0,014429 
0,015438 0,008865 3 0,050 
0,007121 
0,024764 
500` Z. 
0,004165 
0,003863 0,001133 3  
0,004814 
0,002609 
 
Abb. 31 und Tab. 51: ED1-positive Zellen der einzelnen Versuchsgruppen zentral um die Transplantations-
  region (anteriore, mediale und posteriore Abschnitte zusammengefasst) waren vor al-
  lem in der ELx-Gruppe vorhanden (Abb.). Gegenüber den NMDA-Tieren waren hier 
  im Mittel 1,6mal mehr markierte Zellen vorhanden und sogar viermal mehr als in der 
  Kontrollgruppe (p = 0,050). Die NMDA-Gruppe hatte 2,5mal mehr aktivierte  
  Makrophagen im Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,050). 
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Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
  
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,003750 
0,004937 0,001060 3 
  
0,046 
0,005788 
0,005272 
  
  
ELx+500`Z. 
0,006277 
0,005631 0,002368 3 
  
0,046 
0,003007 
0,007609 
  
  
500` Z. 
0,000842 
0,000281 0,000486 3  
  
  
  
0 
0 
 
Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,001196 
0,002870 0,002315 3 
  
n. s. 
0,001902 
0,005511 
 
ELx+500`Z. 
0,008152 
0,007923 0,003700 3 n. s. 
0,004114 
0,011504 
  
500` Z. 
0,003323 
0,002712 0,002464 3  
  
  
  
0,004814 
0 
 
Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
NMDA-Lx+ 
500`Z. 
0,001223 
0,001793 0,000503 3 n. s. 
0,002174 
0,001984 
ELx+500`Z. 
0 
0,001884 0,003263 3 n. s. 
0 
0,005652 
500` Z. 
0 
0,00087 0,001506 3  
0 
0,002609 
 
Tab. 52-54:  Bei näherer Betrachtung der räumlichen Verteilung der ED1-positiven Zellen unmittelbar um 
 die Transplantatzone, war bei den läsionierten Gruppen eine Verlagerung der Zellen in den an-
 terioren Bereich zu erkennen (p = 0,046 gegenüber der Kontrollgruppe). Im Vergleich aller 
 Gruppen waren in der ELx-Gruppe mehr ED1-positive Zellen im medialen Bereich vorhanden 
 (p = 0,127). 
 
 
Tier R 23 und R 24, welche weder läsioniert noch transplantiert waren, zeigten keine markier-
ten Zellen auf. 
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4.3 Immunmodulation 
 
Im nun geschilderten Versuch sollte durch medikamentöse Behandlung (Minocyclin und 
Indomethazin) die durch Elektroläsion künstlich gesetzte Entzündungsreaktion im Gewebe 
unterdrückt werden. Es wurde  untersucht, ob die Stammzellen dadurch besser überleben und 
sich stärker integrieren konnten. 
 
4.3.1 Wachstum- und Integrationsanalyse anhand der CV-Färbung 
 
In der CV-Färbung betrachtete man die Lage, Größe und Morphologie der Läsionen bzw. 
Transplantate. 
 
Elektroläsion und Immunmodulatoren: 
Zunächst analysierte man das Gewebe nach Elektroläsion unter Einfluss von Immunmodula-
toren. 
 
0
5.000.000
10.000.000
15.000.000
20.000.000
Minocyclin Indometazin Kontrolle
µm
²
 
Gruppe Fläche (µm²) 
Mittelwert 
(µm²) STD n Signifikanz 
ELx+Minocyclin 
3.871.670 
8.420.486 6.432.998 2 n. s. 12.969.303 
ELx+Indomethazin 10.941.524 10.941.524 0 1 n. s. 
ELx+Kontroll-Puffer 
14.718.444 
8.959.726 8.144.057 2  3.201.008 
 
Abb. 32 und Tab. 55: Die Tabelle zeigt, dass zwischen den immunmodulierten und nativen Läsionsgrößen keine
 relevante Differenz festgestellt werden konnte, wobei die einzelnen Werte auch innerhalb der 
 einzelnen Gruppen stark voneinander abwichen. In der Gruppe mit Indomethazin starb ein 
 Versuchstier am sechsten postoperativen Tag, sodass hier n = 1 vorlag und die Aussagekraft 
 dieser Gruppe und die Vergleichbarkeit mit den anderen Tiergruppen stark eingeschränkt war. 
 Es konnte keine Signifikanz zur Kontrollgruppe oder zwischen beiden Immungruppen  
 nachgewiesen werden. 
73 
 
Cortex 
    Läsion 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 33:  CV-gefärbter Gewebsschnitt eines elektroläsionierten Tieres aus der Kontroll-Gruppe. 
 Die morphologische Betrachtung veranschaulicht die traumatische Auswirkung der Elektroläsion auf 
das Gewebe. Dabei erkennt man das zerstörte Parenchym, das durch die elektrische Hitzeentwicklung 
verbrannt oder dermaßen in Mitleidenschaft gezogen wurde, dass es durch die weitere histologische 
Verarbeitung sehr leicht beschädigt werden konnte. An seine Stelle entstand eine annähernd glattrandi-
ge zirkuläre Läsion. 
 
 
Elektroläsion und Transplantation unter Immunmodulation: 
In einer weiteren Versuchsanordnung wurde in elektroläsioniertem Gewebe Größe und mor-
phologisches Aussehen der Transplantate unter Einfluss von Immunmodulatoren analysiert. 
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c) 
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Gruppe 
festes 
Trans. (µm²) 
lockeres 
Trans. (µm²) 
fehlendes 
Trans. (µm²) 
gesamtes 
Trans. (µm²) n 
      Signifi-
kanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
1.677.435 1.648.814 320.727 3.646.976 
2 
  
n. s.  92.747 4.984.143 2.155.820 7.232.710 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
1.862.417 2.747.753 92.416 4.702.587 
2 
 
n. s.  715.243 1.724.872 1.535.817 3.975.932 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0 13.486.231 3.297.159 16.783.389 
2 
  
  381.883 9.875.741 11.015.202 21.272.826 
  
Abb. 34-36 und Tab. 56:  a) Festes und b) lockeres Transplantat nach Elektroläsion unter Immunmodulation. 
Festes Transplantat wurde vor allem in den immunmodulierten Tieren gefunden. Da-
gegen zeigte die Kontrollgruppe die größte Fläche mit lockerem Transplantatgewebe 
auf. Zwischen den immunmodulierten Gruppen gab es keine Signifikanz in den mor-
phologischen Untergruppen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten sie jedoch klei-
nere Transplantatflächen (locker, fehlend und gesamt) auf (p = 0,121). 
c) Die größte Transplantatfläche (fest + locker + fehlend) besaß die Kontrollgruppe. 
 Wie auch in der  Tabelle dargestellt ist, wiesen die Kontrolltiere vermehrt auch feh-
 lendes Gewebe auf (p = 0,121). 
    
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a) ELx + Minocyclin + Transplantat  b) ELx + Indomethazin + Transplantat   c) ELx + Puffer + Transplantat 
 
Abb. 37-39:  Minocyclin a) und Indomethazin b) besaßen im Vergleich zur Kontrolle c) mehr kompaktes 
 Transplantat. Auch wiesen sie im Vergleich deutlich weniger fehlendes Gewebe auf, was 
 möglicherweise auf eine höhere Stabilität und ein kompakteres Wachstum der Stammzellen zu-
 rückzuführen war. 
 
 
Transplantation in intakte Inselrinde unter Immunmodulation: 
Zum Vergleich wurde untersucht, ob immunmodulierende Medikamente das Wachstum und 
die Integration von adulten SVZ-Stammzellen, die in die intakte Inselrinde transplantiert wur-
den, beeinflussten.  
 
Cortex 
Trans. 
Cortex Cortex 
Trans. Trans. 
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0
1.000.000
2.000.000
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Minocyclin Indomethazin Kontrolle
µm
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a)                b) 
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c) 
 
Gruppe 
festes Trans. 
(µm²) 
lockeres 
Trans. (µm²) 
fehlendes 
Trans. (µm²) 
gesamtes 
Trans. (µm²) n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
305.048 775.957 2.327.163 3.408.169 
3 
  
  
n. s. 
2.789.264 1.687.604 1.406.271 5.883.139 
537.756 2.508.898 73.679 3.120.334 
Trans.+ 
Indomethazin 
1.955.719 1.251.315 0 3.207.035 
3 
  
n. s. 
1.073.828 6.091.342 388.918 7.554.088 
851.962 3.157.002 1.773.617 5.782.581 
Trans.+ 
Kontroll-Puffer 
2.285.278 1.816.084 0 4.101.361 
2 
  
  245.122 5.007.135 942.889 6.195.146 
 
Abb. 40-42 und Tab. 57:  Aufteilung der Transplantatfläche bei immunmodulierend behandelten Tieren mit 
 nicht-läsionierter Inselrinde sowie Kontrolltieren nach morphologischen Eigenschaf-
 ten: a) fest, b) locker, c) gesamte Transplantatfläche mit fehlendem Gewebe. In der 
 Gruppe mit Indomethazin sowie der Kontrollgruppe waren annähernd gleich viel lo-
 ckeres und festes Transplantat vorhanden. Die Minocyclin-Gruppe hatte im Vergleich 
 hierzu weniger, jedoch nicht signifikant, lockeres Gewebe. 
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Cortex Cortex 
Trans.  
Cortex 
Trans. 
 
a) Transplantat +          b) Transplantat + Indomethazin                          c) Transplantat + Kontroll-Puffer   
    Minocyclin    
 
Abb. 58-60:  In intaktem Gewebe c) und unter Einfluss von Indomethazin b) zeigten sich größere Transplan- 
  tate mit lockerer Morphologie als unter Einfluss von Minocyclin a).  
 
 
4.3.2 Makrophagen-Aktivität anhand Zählung ED1-positiver Zellen 
4.3.2.1 Periphere Zone 
Immunmodulation: ED1-positive Zellen nach Elektroläsion in der peripheren Zone: 
 
0
0,0025
0,005
0,0075
0,01
Minocyclin Indomethazin Kontrolle
Ze
lle
n
/ µ
m
²
 
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz  
ELx+Minocyclin 
0,007446 
0,005788 
 
 
0,006617 0,001172 2 n. s. 
ELx+ 
Indomethazin 
 
0,002011 0,002011 0 1 n. s. 
ELx+Kontroll-
Puffer 
0,001449 
0,001667 
 
 
0,001558 0,000154 2  
 
 
  Trans. 
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Abb. 46 und Tab. 58: Bildliche Gegenüberstellung der ED1-positiven Zellen (anteriorer, medialer und  
  posteriorer Wert zusammengefasst) nach ELx in immunmodulierten und nicht- 
 immunmodulierten Gruppen. In der Gruppe ELx + Indomethazin betrug die Tieran-
 zahl n = 1. Somit war die Aussagekraft der Werte stark eingeschränkt. Es konnte
 kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe ELx + Minocyclin und Kontroll-
 gruppe festgestellt werden (p = 0,121). 
   
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+ 
Minocyclin 
0,005625 
0,003587 0,004606 0,001441 2 n. s. 
ELx+ 
Indomethazin 0 0 0 1 n. s. 
ELx+Kontroll-
Puffer 
0 
0 0 0 2  
 
Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+ 
Minocyclin 
0,001821 
0,002011 0,000269 2 n. s. 0,002201 
ELx+ 
Indomethazin 0,002011 0,002011 0 1 n. s. 
ELx+Kontroll-
Puffer 
0,001449 
0,001558 0,000154 2  0,001667 
 
Posterior periphere Zone 
Es wurden keine ED1-positiven Zellen gemessen. 
Tab. 59-60: In den obigen Tabellen wurde die räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen dargestellt. 
 Hier zeigte sich, dass sie in der Indomethazin-Gruppe und der Kontrollgruppe ausschließlich 
 im medialen Bereich auftraten. In der Minocyclin-Gruppe waren die markierten Zellen im 
 anterioren und medialen Gebiet zu erkennen (p = 0,121). Nach posterior zeigte sich keine Aus- 
  breitung.  
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Immunmodulation: ED1-positive Zellen nach Elektroläsion und Transplantation in der  
peripheren Zone: 
0
0,0025
0,005
0,0075
0,01
Minocyclin Indomethazin Kontrolle
Ze
lle
n
/ µ
m
²
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
0,006576 
0,007160 0,000826 2 n. s. 0,007745 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
0,001250 
0,002065 0,001153 2 n. s. 0,002880 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,000707 
0,002568 0,002632 2  0,004429 
 
Abb. 47 und Tab. 61: ED1-positive Zellen im läsionsperipheren Cortex nach elektrischer Läsion und Trans-
  plantation bei Immunmodulation und Kontrollgruppe (anterior, medial und posterior
  zusammengefasst). Zwischen der Minocyclin-Gruppe und Kontrollgruppe bzw. Indo-
  methazin-Gruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,121). 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
0,001929 
0,001957 0,000038 2 n. s. 0,001984 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
0,001250 
0,002065 0,001153 2 n. s. 0,002880 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0 
0,001304 0,001845 2  0,002609 
 
Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
0,001413  
0,001326 2 n. s. 0,003288 0,002351 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
0  
0 2 n. s. 0 0 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,000707  
0,000788 2  0,001821 0,001264 
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Posterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
0,003234 
0,002853 0,000538 2 n. s. 0,002473 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
0 
0 0 2 n. s. 0 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0 
0 0 2  0 
 
Tab. 62-64: In der räumlichen Verteilung waren in der Minocyclin-Gruppe erneut in allen drei Abschnitten 
 markierte Zellen vorhanden. Dagegen fand man sie in der Indomethazin-Gruppe nur im ante-
 rioren Bereich, in der Kontrollgruppe im anterioren und medialen Bereich. Es zeigten sich Un-
 terschiede zwischen Minocyclin und Indomethazin bzw. Kontrolle (p = 0,102). 
 
 
Immunmodulation: ED1-positive Zellen nach Transplantation in intakte Inselrinde in der  
peripheren Zone: 
 
0
0,0025
0,005
0,0075
Minocyclin Indomethazin Kontrolle
Ze
lle
n
/ µ
m
²
 
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
0,002853 
0,002609 0,000496 3 n. s. 
0,002935 
0,002038 
Trans.+ 
Indomethazin 
0,002038 
0,003551 0,002166 3 n. s. 
0,006033 
0,002582 
Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,001196 
0,002215 0,001441 2  0,003234 
 
Abb. 48 und Tab. 65: Zwischen den transplantierten, immunmodulierten Tiergruppen mit intakter Insel-
   rinde und der transplantierten Kontrollgruppe zeigte die Indomethazin-Gruppe im
   Vergleich zur Kontrollgruppe um 1,6mal bzw. zur Minocyclin-Gruppe um 1,4mal 
   mehr ED1-positive Zellen auf. Zu einer signifikanten Differenz reichte es jedoch  
   nicht (anterior, medial und posteriorer Abschnitt zusammengefasst). 
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Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
0,001060 
0,000353 0,000612 3 n. s. 
0 
0 
Trans.+ 
Indomethazin 
0 
0,001042 0,001361 3 n. s. 
0,002582 
0,000543 
Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0 
0 0 2  0 
 
Medial periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
0,001793 
0,001830 0,000193 3 n. s. 
0,001658 
0,002038 
Trans.+ 
Indomethazin 
0,001033 
0,001839 0,000876 3 n. s. 
0,002772 
0,001712 
Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,000788 
0,001454 0,000942 2  0,002120 
 
Posterior periphere Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
0 
0,000426 0,000737 3 n. s. 
0,001277 
0 
Trans.+ 
Indomethazin 
0,001005 
0,000670 0,000340 3 n. s. 
0,000679 
0,000326 
Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,000408 
0,000761 0,000500 2  0,001114 
 
Tab. 66-68: In der räumlichen Verteilung fiel auf, dass sich anterior kaum markierte Zellen fanden. Sie 
 tauchten hauptsächlich medial und posterior auf. Medial führten die Indomethazin-Gruppe und 
 die Kontrollgruppe an. Posterior war die Minocyclin-Gruppe führend (2,1fach im Vergleich 
 zur Indomethazin-Gruppe, 1,4fach im Vergleich zur Kontrollgruppe). 
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4.3.2.2 Zentrale Zone 
Immunmodulation: ED1-positive Zellen nach Elektroläsion in der zentralen Zone: 
 
0
0,0025
0,005
0,0075
0,01
Minocyclin Indomethazin Kontrolle
Ze
lle
n
/µ
m
²
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert  
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Minocyclin 
0,009457 
0,009298 0,000224 2 n. s. 0,009139 
ELx+Indomethazin 0,004538 0,004538 0 1 n. s. 
ELx+Kontroll-
Puffer 
0,003614 
0,003673 0,000083 2  0,003732 
 
Abb. 49 und Tab. 69:  ED1-positive Zellen im direkt läsionsumgebenden Gewebe nach elektrischer Läsion 
   unter Immunmodulation und in der Kontrollgruppe. In der Minocyclin-Gruppe waren 
  mehr ED1-positive Zellen zu finden als in der Kontrollgruppe (p = 0,121) (anterior, 
  medial und posterior zusammengefasst). 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+ 
Minocyclin 
0,007500  
0,001723 2 n. s. 0,005063 0,006282 
ELx+ 
Indomethazin 0,001957 0,001957 0 1 n. s. 
ELx+ 
Kontroll-
Puffer 
0,000897  
0,000634 2  0 0,000448 
 
Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+ 
Minocyclin 
0,001957 
0,002527 0,000807 2 n. s. 0,003098 
ELx+ 
Indomethazin 0,002582 0,002582 0 1 n. s. 
ELx+ 
Kontroll-
Puffer 
0 
0,000761 0,001076 2  0,001522 
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Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+ 
Minocyclin 
0 
0,000489 0,000692 2 n. s. 0,000978 
ELx+ 
Indomethazin 0 0 0 1 n. s. 
ELx+ 
Kontroll-
Puffer 
0,002717 
0,002464 0,000359 2  0,002210 
 
Tab. 70-72: Die Minocyclin-Gruppe und die Kontrollgruppe enthielten in allen drei Abschnitten markierte 
  Zellen, während die Indomethazin-Gruppe sie nur anterior und medial hatte. Die Minocyclin-
  Gruppe wies im anterioren und medialen Bereich mehr Zellen als die Kontrollgruppe (p = 
  0,121) auf. 
 
Immunmodulation: ED1-positive Zellen nach Elektroläsion und Transplantation in der  
zentralen Zone: 
 
0
0,005
0,01
0,015
0,02
Minocyclin Indomethazin Kontrolle
Ze
lle
n
/ µ
m
²
 
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
0,013868 
0,013510 0,000506 2 n. s. 0,013152 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
0,008161 
0,011893 0,005278 2 n. s. 0,015625 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,001576 
0,005054 0,004919 2  0,008533 
 
Abb. 50 und Tab. 73: ED1-positive Zellen im läsionsumgebenden Gewebe nach Elektroläsion und Trans- 
   plantation unter Immunmodulation und in Kontrollgruppe (anterior, medial und poste-
  rior zusammengefasst).  
   In den läsionierten, immunmodulierten, transplantierten Gruppen wurden bei Mino-
  cyclin-behandelten Tieren fast 2,7mal und bei Indomethazin-behandelten Tieren 
  2,4mal mehr ED1-positive Zellen als in der Kontrollgruppe nachgewiesen (Minocyc-
  lin p = 0,121). Minocyclin und Indomethazin verhielten sich hier ähnlich im Gegen-
  satz zur Messung in der Peripherie. 
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Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
0,002826 
0,002473 0,000500 2 n. s. 0,002120 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
0,000978 
0,004198 0,004554 2 n. s. 0,007418 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,001576 
0,001848 0,000384 2  0,002120 
 
Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
0,004130 
0,005598 0,002075 2 n. s. 0,007065 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
0,003152 
0,005679 0,003574 2 n. s. 0,008207 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0 
0,002622 0,003708 2  0,005245 
 
Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
ELx+Trans.+ 
Minocyclin 
0,006911 
0,005439 0,002082 2 n. s. 0,003967 
ELx+Trans.+ 
Indomethazin 
0,004031 
0,002015 0,002850 2 n. s. 0 
ELx+Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0 
0,000584 0,000826 2  0,001168 
 
Tab.74-76: Die Aufteilung in die drei Bereiche spiegelte in etwa die Gesamtdarstellung wieder. In allen  
  Abschnitten waren Zellen zu finden. Im posterioren Abschnitt lag die Minocyclin-Gruppe mit  
  p = 0,121 vor der Kontrollgruppe.  
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Immunmodulation: ED1-positive Zellen nach Transplantation in intakte Inselrinde in der 
zentralen Zone: 
 
0
0,0025
0,005
0,0075
Minocyclin Indomethazin Kontrolle
Ze
lle
n
/ µ
m
²
 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
0,001196 
0,002563 0,003457 3 n. s. 
0,006495 
0 
Trans.+ 
Indomethazin 
0 
0,001440 0,001594 3 n. s. 
0,003152 
0,001168 
Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,002301 
0,003379 0,001524 2  0,004457 
 
Abb. 51 und Tab. 77:  ED1-positive Zellen in läsionszentralem Cortex nach Transplantation unter Immun-
 modulation und in der Kontrollgruppe (anterior, medial und posterior zusammenge-
 fasst). Es wurde keine signifikante Differenz zwischen den immunmodulierten Grup-
 pen und der Kontrollgruppe festgestellt. 
 
Räumliche Verteilung der ED1-positiven Zellen: 
Anterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
0,001196 
0,000399 0,000690 3 n. s. 
0 
0 
Trans.+ 
Indomethazin 
0 
0,000389 0,000675 3 n. s. 
0 
0,001168 
Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0 
0 0 2  0 
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Medial zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
0 
0,000806 0,001396 3 n. s. 
0,002418 
0 
Trans.+ 
Indomethazin 
0 
0,001051 0,00182 3 n. s. 
0,003152 
0 
Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0,002301 
0,002618 0,000448 2  0,002935 
 
Posterior zentrale Zone 
Gruppe Zellen/µm² 
Mittelwert 
Zellen/µm² STD n Signifikanz 
Trans.+ 
Minocyclin 
0 
0,001359 0,002353 3 n. s. 
0,004076 
0 
Trans.+ 
Indomethazin 
0 
0 0 3 n. s. 
0 
0 
Trans.+ 
Kontroll-
Puffer 
0 
0,000761 0,001076 2  0,001522 
 
Tab. 78-80: Insgesamt waren nur in vereinzelten Tieren markierte Zellen gefunden worden. Im anterioren 
  und posterioren Abschnitt wurden jeweils bei zwei, im medialen Bereich bei vier Tieren mar-
  kierte Zellen gemessen. Die Zellen konzentrierten sich auf den medialen Bereich. Hier führte 
  die Kontrollgruppe vor Indomethazin und Minocyclin. Es konnte jedoch kein signifikanter 
  Unterschied gefunden werden. 
 
86 
 
5. Diskussion 
5.1 Eine kritische Betrachtung des technischen Verfahrens 
 
In den folgenden Abschnitten werden verschiedene mögliche Fehlerquellen dieser experimen-
tellen Arbeit dargestellt und erläutert, wie sie in den zukünftigen Versuchen abgeschwächt 
werden könnten.  
 
5.1.1 Versuchstieranzahl 
 
Wie erwähnt wurde, war diese experimentelle Arbeit als Pilotprojekt konstituiert. Im Experi-
ment mit Immunmodulatoren wurden 20 Tiere und im kombinierten Experiment mit Zellan-
zahl und Läsionsart 24 Tiere in verschiedenen Behandlungsgruppen eingeteilt und untersucht. 
Die Tieranzahl für die einzelnen Gruppen belief sich auf ein bis drei Tiere. Dies hatte zur 
Konsequenz, dass die Ergebnisse aufgrund der niedrigen Gruppengröße häufig keine statisti-
sche Signifikanz erzielen konnten. Im Anschluss an dieses Projekt sollen weitere tierexperi-
mentelle Versuche sowie immunhistochemische Auswertungsverfahren die bisher gewonne-
nen Tendenzen stützen. 
 
5.1.2 Schnittqualität 
 
Das entnommene Gewebe wurde mittels Kryo-Schnittverfahren verarbeitet. Dazu wurde das 
Gehirn auf das Schlittenmikrotom durch Trockeneis gefroren und einzelne Schnitte mit der 
Dicke von 30 µm angefertigt.  
 
Dieses Verfahren hatte zum Nachteil, dass das Gewebe durch Gefrier- und Auftauprozesse 
sowie manuelle Bearbeitung leicht beschädigt wurde oder verloren ging. In der lichtmikro-
skopischen Analyse interpretierte man dieses fehlende Gewebe als zirkuläre Läsion.  
 
Als nachteilig erwies sich die Schnittdicke von 30 µm in der Auswertung von ED1-positiven 
Zellen. Makrophagen wurden oftmals aufgrund ihrer dreidimensionalen Ausbreitung nicht in 
ihrem kernhaltigen Zellkörper, sondern in ihren Zellausläufern angeschnitten. Das 
Markersignal wurde daher als zu schwach für eine ED1-positive Zelle gewertet. Man umging 
dieses Problem durch die Zählung von „großen“ (mit deutlichem Zellkern) und „kleinen“ Zel-
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len (schwaches Signal von wenig aktiven oder angeschnittenen Zellen durch Fokussierung 
entdeckt). In der Auswertung zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 
„Zellgruppen“. Eine dünnere Schnittdicke würde eine noch genauere Zählung der Zellen er-
möglichen und die Messung noch näher an die Realität heranbringen. 
 
5.1.3 Histologische Analyse 
 
Bei den histologischen Färbeprozessen wurden die angefertigten Gewebsschnitte z. B. durch 
Wirkung von Färbungsreagenzien, manuellen Übertragungen bei Waschvorgängen und Auf-
ziehen auf Objektträger zusätzlich stark beansprucht. So wurden auch hier Artefakte und Ver-
luste von Parenchym und Transplantaten verursacht.  
 
Für eine genauere Typisierung der Transplantatzellen kann man eine NeuN-Färbung, welche 
neu entstandene Nervenzellen markiert, durchführen (Mullen et al., 1992). Die Markierung 
von GFAP-positiven Astrozyten stellt eine Narbenbildung dar (Eng et al., 1992; Hatten et al., 
1991; Reier et al., 1989; zusammengefasst in Frisén et al., 1995). Die Zellen könnten damit 
den jeweiligen Zelltypen besser zugeordnet werden. Eine detailliertere Angabe für das 
Wachstum, Überleben und Integrität der transplantierten Zellen in das Empfängergewebe wä-
re somit möglich. Eine Unterscheidung von endogenen und exogenen NSC wurde in diesen 
Versuchen nicht durchgeführt.  
 
Der ED1-Antikörper markiert das lysosomale Antigen CD 68 in Makrophagen und Monozy-
ten. Diese Zellen kommen in allen Organen der Ratte vor (Damoiseaux et al., 1994). Je akti-
ver sie phagozytieren, desto stärker werden sie mit ED1 gefärbt (Dijkstra et al., 1985; 
Damoiseaux et al., 1994). Nach Knochenmarkstransplantationen kann so eine subklinische 
Abstoßungsreaktion durch ED1-Antikörper verifiziert werden (Brown et al., 2009). Aktivierte 
Mikroglia wird durch die ED1-Färbung markiert. Es gibt Hinweise, dass aber auch Zellen wie 
Granulozyten und Fibroblasten CD 68 in geringem Maße exprimieren, wenn sie 
phagozytieren (Damoiseaux et al., 1994). Daher ist eine zu hohe Messung an aktivierter 
Mikroglia nicht vollständig auszuschließen. Da es bisher keinen unumstrittenen Marker für 
Mikroglia gibt, wäre eine sichere Abklärung der Zellentität daher nur mit dem Elektronen-
mikroskop möglich. Dieser aufwendigen Untersuchungsmethode sind durch Engpässe in der 
Kapazität und Einsetzbarkeit z. B. in in vivo-Versuchen und hohes finanzielles Aufkommen 
erhebliche Einschränkungen entgegengestellt. Somit wird eine eindeutige Differenzierung 
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von Mikrogliazellen auch weiterhin nur durch den Einsatz von mehreren Markern, z. B. 
Lectin GSA I-B4 (Streit, 1990), zusammen möglich sein (Giulian et al., 1995; Guillemin et 
al., 2004). 
 
5.1.4 Funktionalitätsüberprüfung 
 
Um neben den histologischen Auswertungen auch die Funktionalität der transplantierten 
Stammzellen objektiv messbar zu machen, wäre eine CTA-Testung sinnvoll. Auf diese Weise 
kann beobachtet werden, ob und in welchem Ausmaß die transplantierten Stammzellen die 
Funktion des zerstörten Gewebes ersetzen können (Bures et al., 1998; Piña et al., 2004). Die 
Zusammenhänge zwischen Ergebnisse der Funktionsuntersuchung und histologischer Aus-
wertung des Gewebes können detaillierter untersucht werden. 
 
5.2 Anzahl der Zellen 
 
In dieser Versuchsreihe wurde der Zusammenhang mit transplantierter Zellmenge und 
Wachstum im Empfängergewebe untersucht.  
 
Bezüglich der Auswirkung von unterschiedlicher Anzahl an transplantierten Stammzellen gibt 
es in der aktuellen Forschung noch keine eindeutige Richtungsangabe. Zwei Versuche geben 
einen Hinweis, dass mehr transplantierte Nervenzellen eine stärkere Verbesserung der neuro-
logischen Ausfälle bewirken. Saporta et al. transplantierten 0, 5, 10, 20, 40, 80 und 160 x 10³ 
humane Neuroteratocarcinom-Neurone intrastriatal. Die Versuchstiere mit 40, 80 und 160 x 
10³ Zellen zeigten eine dosisabhängige Verbesserung u.a. in der Motorik. In den Gruppen mit 
80 und 160 x 10³ transplantierten Zellen überlebten 12-15% der Zellen, während die Gruppe 
mit 40 x 10³ Zellen eine Überlebensrate von 5% aufwies (Saporta et al., 1999). Kondziolka et 
al. transplantierten 12 Patienten mit Schlaganfall eine unterschiedliche Anzahl an NT2/D1-
Neuronen (2 Millionen versus 6 Millionen Zellen / Patient). Sie zeigten, dass die Patienten 
mit 6 Millionen Zellen ihre Fähigkeiten tendenziell mehr verbessern konnten als die Betroffe-
nen mit der geringeren Zellmenge (Kondziolka et al., 2000). 
 
In unserem Experiment zeigte sich beim Vergleich der Transplantate in intakter Inselrinde 
eine tendenziell größere Fläche (fest + locker) zugunsten der Gruppe mit 50.000 Zellen. Dies 
war unter anderem auf die überdurchschnittliche Fläche mit lockerem Transplantat (ca. 7fach 
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größer als Tiere mit gleicher Behandlung) und gesamtem Transplantat (ca. 3,5fach größer als 
Tiere mit gleicher Behandlung) von Tier R 18 zurückzuführen. Wurde dieses nicht mit einbe-
rechnet, stellte sich eine 1,8mal größere Transplantatfläche (fest + locker) der Gruppe mit 
500.000 Zellen dar. Festes Transplantat ähnelte morphologisch dem nativen Gehirngewebe 
der Inselrinde. Es wurde angenommen, dass hier eine regelhafte Integration der transplantier-
ten Zellen stattgefunden hat (Piña et al., 1994). Mittels einer GFAP-Färbung (Darstellung von 
Astroglia) kann man eine Narbenbildung nachweisen und so die Integration der Transplantate 
weiter beurteilen (Eng et al., 1992; Hatten et al., 1991; Reier et al., 1989; zusammengefasst in 
Frisén et al., 1995).  
 
Eine weitere Möglichkeit, eine Abwehrreaktion darzustellen, war die Kennzeichnung von 
aktivierten Makrophagen durch ED1 (Brown et al., 2009). In der Messung von ED1-positiven 
Zellen in der Peripherie hatte die Gruppe mit 500.000 Zellen mehr ED1-positive Zellen als 
die Gruppe mit 50.000 Zellen (p = 0,127, anterior, medial und posterior zusammengefasst), 
wobei im medialen Abschnitt, in dem alle Tiere Zellen aufwiesen, der Unterschied noch deut-
licher wurde (p = 0,077). In der zentralen Zone unterschieden sich die Gruppen nicht. Daraus 
konnte abgeleitet werden, dass die höhere Zellanzahl an Stammzellen eine stärkere Immunre-
aktion zumindest peripher hervorrief. Warum sich zentral um die Stammzellen keine Diffe-
renz zwischen den Gruppen  zeigte, konnte nicht erklärt werden. Möglicherweise war der 
neuroprotektive, antiinflammatorische Effekt der transplantierten neuralen Stammzellen in 
direkter Nachbarschaft zu den Stammzellen stärker ausgeprägt als in der peripheren Zone 
(Einstein et al., 2003; Teng et al., 2002; zusammengefasst in Einstein et al., 2008). Die erhöh-
te Anzahl an aktivierten Makrophagen in der Peripherie sollte aber nicht unbedingt eine 
schlechtere Ausgangslage der Gruppe mit 500.000 Zellen bedeuten. Wie Aarum et al. zeigten, 
breiteten sich Stammzellaggregate entlang eines Mikroglia-Gradienten besser aus als ohne 
Mikroglia. Zudem unterstützte Mikroglia ihre Differenzierung zu Neuronen (Aarum et al., 
2003). Diese Beobachtung wurde von der Forschungsgruppe um Deierborg bestätigt 
(Deierborg et al., 2010). Durch Sezernierung von neuroprotektiven Botenstoffen wie z. B. 
„Glial cell line-derived neurotrophic factor“ (GDNF) und  „Brain derived neurotrophic factor“ 
(BDNF) (Suzuki et al., 2001; zusammengefasst in Kitamura et al., 2003) schützte Mikroglia 
vorhandene Neurone (Heumann et al., 1987; Gomez-Pinilla et al., 1990; Araujo et al., 1992; 
zusammengefasst in Bruce-Keller, 1999) und verminderte sogar den Gewebeschaden 
(Kitamura et al., 2003). Durch intraarterielle Zufuhr von exogener Mikroglia konnte dieser 
neuroprotektive Effekt der Makrophagen verstärkt werden (Imai et al., 2007). Diese Ergebnis-
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se bekräftigen unsere Feststellung, dass Transplantate mit 500.000 Zellen trotz der erhöhten 
Mikrogliaaktivierung besser überleben und sich besser integrieren konnten als in der Gruppe 
mit 50.000 Zellen. Weitere histologische Untersuchungen des Gewebes, wie unter 5.1.3 be-
schrieben, sollen hier mehr Aufschluss geben. 
 
In der NMDA-Versuchsreihe war der hohe Anteil an lockerem Transplantatgewebe auffällig. 
NMDA schädigt selektiv Nervenzellen und hinterlässt eine relativ unberührte Infrastruktur für 
die transplantierten Stammzellen (Arundine et al., 2004; Lipton und Rosenberg, 1994; zu-
sammengefasst in Lynch et al., 2002). Diese konnten sich in den Zellzwischenräumen vertei-
len. Allerdings zeigte das lockere Transplantatgewebe keine vollständige morphologische 
Regeneration. In der ED1-Färbung hatte die Kontrollgruppe sowohl peripher als auch zentral 
am meisten markierte Makrophagen (p = 0,083). Dies war bedingt durch den denaturierenden 
Effekt des Läsionsvorganges mit anschließender Abräumreaktion (Peterson und Dailey, 2004; 
Lipton und Rosenberg, 1994; zusammengefasst in Lynch et al., 2002; Compston, 2007). Der 
deutliche Unterschied zu den transplantierten Gruppen lag möglicherweise am immunsupp-
ressiven, neuroprotektiven Effekt der Stammzellen (Einstein et al., 2003; Llado et al., 2004). 
Messungen von neuroprotektiven, antiinflammatorischen Faktoren  könnten hierüber genaue-
ren Aufschluss geben (Martino und Pluchino, 2006). Zwischen den verschiedenen Zellmen-
gen konnte bis auf eine signifikante Differenz im posterioren Abschnitt (peripher und zentral) 
mit p = 0,046 zugunsten der Gruppe mit 500.000 Zellen kein Unterschied in der Entzündungs-
reaktion festgestellt werden. Durch die höhere Zellanzahl breitete sich hier möglicherweise 
das Transplantat nach posterior stärker aus und verursachte somit diesen signifikanten Unter-
schied.  
 
In der Reihe mit der Elektroläsion zeigte sich ein größeres Transplantat (fest + locker) in der 
Gruppe mit 50.000 Zellen gegenüber der Gruppe mit 500.000 Zellen (p = 0,127). Es müsste 
durch eine Erhöhung der Tieranzahl abgeklärt werden, ob sich diese Differenz erhärten ließe. 
Denn diese Feststellung würde dem Versuch mit der Transplantation in die intakte Inselrinde 
widersprechen, nämlich, dass eine höhere Anzahl an Stammzellen ein besseres Wachstum 
und bessere Integration ins Empfängergewebe bewirkt (Kondziolka et al., 2000; Saporta et al., 
1999). In der ED1-Färbung zeigte sich peripher in den gegenüber gestellten Gruppen kein 
eindeutiger Unterschied. Direkt um die Läsion hatte die Gruppe mit 50.000 Zellen im media-
len (p = 0,083) und posterioren Bereich weniger markierte Makrophagen als die Kontroll-
gruppe. Auch diese Feststellung würde die These der neuroprotektiven und 
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antiinflammatorischen Wirkung von neuralen Stammzellen bekräftigen (Einstein et al., 2003; 
Pluchino et al., 2005). 
 
Zusammenfassend konnte in diesem Experiment festgestellt werden, dass transplantierte adul-
te Stammzellen in intakter Inselrinde, nach NMDA-Läsion und nach Elektroläsion das Auftre-
ten von aktivierten Makrophagen unterdrückten. Dies bestätigte die bisherige Meinung, dass 
neurale Stammzellen antiinflammatorisch auf das Umgebungsgewebe wirken (Einstein et al., 
2003; Llado et al., 2004). Die Stammzelltransplantation in intaktes Cortexgewebe gab den 
Hinweis, dass 500.000 Zellen besser wachsen und sich integrieren können als 50.000 Zellen. 
 
5.3 Läsionsart 
 
In dieser Versuchsreihe wurden zwei verschiedene Läsionsarten, welche auf unterschiedliche 
Weise das Empfängergewebe schädigten, gegenübergestellt. Eine Woche nach Läsionierung 
durch Injektion von NMDA oder Elektroläsion erhielten die Tiergruppen 50.000 Zellen / 5 µl 
oder 500.000 / 5 µl Zellen pro Hemisphäre implantiert. 
 
Bisher wurden die beiden Läsionstypen in der Forschung noch nicht direkt miteinander ver-
glichen. Jedoch gibt es ähnliche Versuche, z. B. beim experimentellen Parkinsonmodell. Man 
verglich die 6-OHDA-Injektion und Elektroläsion in der Substantia nigra, wodurch 
dopaminerge, nigrostriatale Neurone geschädigt wurden  (Jeon et al., 1995; zusammengefasst 
in Gerlach et al., 2007). Die Tiere mit Elektroläsion zeigten ein anderes Drehverhalten als 
Tiere mit 6-OHDA-Läsion. Dies wurde auf den ausgedehnteren Schaden durch Elektroläsion 
zurückgeführt, der nicht nur dopaminerge nigrostriatale Nervenzellen, sondern weitere struk-
turelle Bahnen betraf (Costall et al., 1976). In einem anderen Modell wurden Elektroläsion 
und selektive, neurotoxische Läsion mit Ibotensäure im Hypothalamus gegenübergestellt. 
Hier zeigten die elektroläsionierten Tiere eine größere funktionelle Einschränkung als die 
neurotoxisch behandelten (Markowska et al., 1985).  
 
Im Vergleich der beiden Läsionsarten ohne Transplantation fiel die Fläche der NMDA-Läsion 
größer aus als die der Elektroläsion (p = 0,121). In der ED1-Färbung wies die NMDA-Läsion 
peripher mehr aktivierte Makrophagen auf als die Elektroläsion. Zentral war kein Unterschied 
erkennbar. Der Grund für die Flächendifferenz lag am ehesten in der unterschiedlichen Wirk-
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weise der beiden Läsionsarten. So bewirkte NMDA durch spezifische Überstimulation den 
Untergang von Nervenzellen (Arundine et al., 2004), während die übrigen Gefäß- und Stütz-
zellen nicht beschädigt wurden. Die NMDA-Lösung wurde in gesundes Gewebe injiziert. Sie 
verteilte sich aufgrund des Gewebedruckes nahezu gleichmäßig und verursachte einen ausge-
prägten Neuronenschaden. Die abgestorbenen Zellen aktivierten Makrophagen aus der Peri-
pherie (Streit, 2001) zur Phagozytose. Bei der Elektroläsion bewirkte die lokal einwirkende 
Elektrizität einen flächenmäßig beschränkten Kollateralschaden, so dass häufig das Bild eines 
„Loches“  in Erscheinung trat (Compston et al., 2007; Kadin et al., 1969), teilweise gefüllt mit 
Detritus und Makrophagen (Li et al., 1998). Ob sich die transplantierten NSC im jeweiligen 
Läsionsgebiet gut etablieren können, hängt unter anderem an der Schädigung des Gewebes 
ab. Kondziolka et al. transplantierten 2005 in einem Phase-II-Versuch NT2/D1-humane 
neuronale Zellen stereotaktisch intrastriatal in Patienten mit motorischen Defiziten nach Hirn-
insult. Sie erhielten entweder 5 oder 10 Millionen Zellen. Letztere Gruppenmitglieder erhiel-
ten teilweise eine anschließende Rehabilitationsbehandlung. Zudem erhielten alle Patienten 
Cyclosporin A als Immunsuppressivum. Insgesamt zeigten die Patienten mit 5 Millionen Zel-
len eine tendenzielle Verbesserung in ihren Alltagskompetenzen auf, eine signifikante Anhe-
bung konnte nicht festgestellt werden. Als möglichen Einflussfaktor nannten die Autoren den 
überwiegenden Anteil an ischämischen Insulten im Vergleich zur Gruppe mit 10 Millionen 
Zellen, worin vor allem hämorrhagische Ereignisse zugrunde lagen (Kondziolka et al., 2005). 
Hier deutete sich an, dass nicht nur die Anzahl an transplantierten Zellen ausschlaggebend für 
eine erfolgreiche Funktionswiedererlangung ist, sondern auch wie und in welchem Umfang 
das Gewebe geschädigt wurde (Bookvar et al., 2005).  
 
Herrera et al. stellten fest, dass nach exzitatorischer Läsion und Transplantation von nicht-
kultiviertem SVZ-Gewebe in den Cortex Astrozyten aus den Stammzellen hervorgingen. Die-
se neu gebildeten Zellen migrierten nur in die nächste Umgebung des Transplantatgewebes 
(Herrera et al., 1999). Erst nach Kultivierung mit FGF-2 und anschließender Transplantation 
differenzierten sich aus adulten Stammzellen der SVZ Neurone und migrierten verstärkt ins 
Empfängergewebe (Zhang et al., 2003; Wu et al., 2006). Nach Transplantation von 50.000 
und 500.000 Zellen wurde in der NMDA- und ELx-Gruppe vor allem morphologisch locker 
angeordnetes Zellgewebe vorgefunden, wobei die NMDA-Gruppe die ELx-Gruppe übertraf 
(p = 0,050). Die Größendifferenz zwischen den beiden Läsionen beeinflusste wahrscheinlich 
auch diesen Unterschied in der Transplantatgröße. Eine zusätzliche immunreaktive Untersu-
chung, z. B. mit dem neuronen-spezifischen Marker NeuN oder einer Messung von GFAP-
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positiven Astrozyten, würde die Verteilung, das Migrationsverhalten ins Empfängergewebe, 
sowie die Differenzierung der transplantierten Stammzellen und das Ausmaß einer Narben-
bildung genauer beschreiben (Mullen et al., 1992; Eng et al., 1992; Hatten et al., 1991; Reier 
et al., 1989; zusammengefasst in Frisén et al., 1995).  
 
Bei den ED1-positiven Zellen hatten bei 50.000 Zellen beide Läsionsarten in der peripheren 
Zone mehr markierte Zellen als die Kontrollgruppe (zwischen ELx-Gruppe und Kontroll-
gruppe war p = 0,050), unterschieden sich untereinander aber nicht wesentlich. Auch bei 
500.000 Zellen hatten beide läsionierten Gruppen peripher annähernd gleich viele ED1-
positive Zellen, wobei hier die Kontrollgruppe mehr Makrophagen aufwies (n. s.). In der zent-
ralen Zone wies die ELx-Gruppe sowohl bei 50.000 Zellen als auch bei 500.000 Zellen mehr 
ED1-positive Zellen als die NMDA-Gruppe (n. s.) und die Kontrollgruppe (p = 0,050) auf. 
Die ELx verursachte einen eher lokalen Schaden mit einer zirkulär um die Läsion beschränkte 
Immunreaktion. Die Aktivität dieser Abwehrreaktion war, unabhängig von der Anzahl an 
NSC, höher als bei der NMDA-Gruppe oder der Kontrolle. 
 
Zusammengefasst wurden in den elektroläsionierten Gruppen (50.000 Zellen und 500.000 
Zellen) im direkt dem Transplantat anliegendem Gehirngewebe mehr aktive Makrophagen 
gefunden, was für eine erhöhte Abwehrreaktion sprach (Piña et al., 2004). Es war vorstellbar, 
dass eine lokale, aber unspezifische elektrische Läsion einen ausgeprägteren Gewebeschaden 
verursachte als in der exzitotoxischen, gegen Neurone gerichteten NMDA-Läsion. Die Injek-
tion von NMDA verursachte einen volumenmäßig größeren Defekt. Infolge dessen kam es zu 
einer flächenmäßig ausgedehnteren Abwehrreaktion peripher der Injektionsstelle als durch 
ELx. Die Transplantatfläche in der NMDA-Läsion war gegenüber der ELx erhöht, jedoch 
wies sie hauptsächlich locker angeordnetes Gewebe auf, was für einen nicht vollständigen 
Gewebeersatz sprach. 
 
5.4 Immunmodulation 
 
In dem Experiment mit immunmodulierenden Medikamenten wurde durch Zufuhr von elekt-
rischem Strom eine chemische „Überspannung“ mit Verschiebung von Elektrolyten ausgelöst, 
welche (neben thermischer Denaturierung von Proteinen) über Depolarisation und Übererre-
gung in zellauflösende Vorgänge endete (Kadin, 1969). Durch freigesetzte Botenstoffe oder 
intrazelluläre Bestandteile wurde Mikroglia aktiviert. Die bisherige Forschung stellte fest, 
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dass Mikroglia sowohl pro- als auch antiinflammatorisch und neuroprotektiv nach einem 
ischämischen oder exzitatorischen Gewebeschaden wirkt (Streit, 2001; Hoehn et al., 2005; 
Hanisch, 2002; Kim und de Vellis, 2005; Shin et al., 2004; Bruce-Keller, 1999). Je nachdem, 
wie sie agiert, ist abhängig von der Art des Stimulus (Hanisch und Kettenmann, 2007; zu-
sammengefasst in Deierborg et al., 2010). Sie selbst gab Chemokine frei und bot Proteinbe-
standteile von zerstörten Zellen anderen Immunzellen an, um schließlich eine ausgedehnte 
Entzündungsreaktion zu entfachen (Monje et al., 2003; Gagliardi et al., 2000; Hanisch, 2002).  
 
Die Versuchstiere erhielten zwei verschiedene immunmodulatorische Medikamente, 
Indomethazin und Minocyclin. Indomethazin wirkt antiinflammatorisch durch Hemmung der 
Cyclooxigenase 1 und 2 (Fosslien, 2000; Hoehn et al., 2005; Reichman et al., 1986; Monje et 
al., 2002). Neuere Studien über Minocyclin, welches die p38MAPK inhibiert, berichteten 
nicht mehr nur über eine neuroprotektive, sondern auch über eine mögliche neurodegenerative 
Wirkung des Medikamentes (Ekdahl et al., 2003; Tikka et al., 2001; Matsukawa et al., 2009; 
Tsuji et al., 2004; Deierborg et al., 2010).  
 
Die CV-Färbung wies bei den immunmodulierten, elektroläsionierten Gruppen keinen eindeu-
tigen Unterschied hinsichtlich der Läsionsgröße im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Die 
antiinflammatorische Wirkung der Medikamente ergab keine Verringerung der Läsionsgröße 
im Vergleich zu den nicht immunmodulierten Kontrolltieren. Dieses Ergebnis konnte daher 
bisherige Untersuchungsbefunde (Tikka et al., 2001; Reichman et al., 1986; Monje et al., 
2002; zusammengefasst in Monje et al., 2003, Matsukawa et al., 2009) nicht bestätigen. In der 
Versuchsreihe hatte die Minocyclin-Gruppe sowohl in der peripheren als auch in der zentralen 
Zone mehr ED1-positive Zellen vorzuweisen als die Kontrollgruppe (p = 0,121). Die deutli-
che Zunahme von aktivierter Mikroglia in der Minocyclin-Gruppe sprach gegen die bisherige 
Annahme der Neuroprotektion und Mikrogliainhibition von Minocyclin (Tikka et al., 2001) 
und würde die Beobachtung von Deierborg et al. bestätigen. Minocyclin unterdrückte die in 
läsionierten Tieren vorkommende Mikroglia. Diese konnte die NSC nicht mehr aktivieren und 
es folgte ein Rückgang der NSC-Proliferation (Deierborg et al., 2010). Es stellte sich nun die 
Frage, ob es im Fall der Anwendung von 50 mg / kg Minocyclin, wie es in unserem Experi-
ment verwendet wurde, zu einer toxischen Wirkung des Medikamentes gekommen ist. Dies 
würde die Zunahme an aktivierter Mikroglia erklären und die Beobachtungen von Matsukawa 
bestätigen. Wie Matsukawa et al. beschrieben, ist die neuroprotektive antientzündliche Wir-
kung von Minocyclin dosisabhängig. Unter Verwendung von 20 mg / kg war das Medikament 
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neuroprotektiv. Bei einer verabreichten Gabe von 100 mg / kg kam es zu einer signifikanten 
Zunahme des Läsionsvolumens und sogar zu contralateralen Infarkten in Relation zur Kont-
rollgruppe (Matsukawa et al., 2009). Daraus würde schlussfolgern, dass, wenn die Dosis zu 
hoch war und schädlich auf das Gewebe wirkte, in der vorliegenden Arbeit die Läsionsfläche 
in der Minocyclin-Gruppe größer sein müsste als die in der Kontrollgruppe. Dies stand unse-
ren Messungen entgegen. Möglicherweise lag aber auch die Dosis an der Schwelle zur dar-
stellbaren Gewebeschädigung in der CV-Färbung. Weitere detailliertere Untersuchungen hin-
sichtlich des Zusammenhangs zwischen Dosis und Wirkung mit morphologischen und funkti-
onellen Auswertungen werden zur Einschätzung dieses Versuchsergebnisses notwendig sein. 
In der Indomethazin-Gruppe konnte dagegen bezüglich Läsionsgröße und Anzahl aktivierter 
Makrophagen kein wesentlicher Unterschied zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Dieses 
Ergebnis widersprach bisherigen Forschungsergebnissen (Hoehn et al., 2005; Monje et al., 
2003). Jedoch konnte auch kein relevanter negativer Einfluss des Immunmodulators beobach-
tet werden.  
 
Nach Elektroläsion mit anschließender Transplantation zeigten die immunmodulierten Grup-
pen, morphologisch betrachtet, mehr kompaktes Gewebe bei insgesamt kleinerer Transplan-
tatfläche als die Kontrollgruppe (p = 0,121). Die Kontrolle wies dagegen mehr fehlendes Ge-
webe auf (p = 0,121). In der Minocyclin-Gruppe waren peripher und zentral  tendenziell mehr 
aktivierte Makrophagen zu erkennen als in der Kontrolle (p = 0,121). Währenddessen zeigten 
die immunmodulierten Gruppen in der zentralen Zone ein annähernd ähnliches Verhalten. 
Auch hier stellte sich die Frage, warum in der immunmodulierten Gruppe mit Minocyclin 
peripher und zentral erneut eine größere Entzündungsreaktion durch aktivierte Makrophagen 
hervorgerufen wurde. Ähnliches konnte, zumindest in der zentralen Zone, von Indomethazin 
vermutet werden. Die erhöhte Anzahl an aktivierten Makrophagen unter Imunmodulation 
widersprach den bisherigen Forschungsergebnissen (Hoehn et al., 2005; Reichman et al., 
1986, Monje et al., 2002; zusammengefasst in Monje et al., 2003). Andererseits zeigte sich 
auch, dass die Transplantate in den immunmodulierten Gruppen morphologisch mehr dem 
normalen Cortexgewebe ähnelten und bei ihnen somit eine gute Integrität anzunehmen war. 
Möglicherweise trat hier unter Einfluss von transplantierten NSC die neuroprotektive Wir-
kung von Mikroglia  in den Vordergrund und förderte die Proliferation der NSC (Kitamura et 
al., 2003; Aarum et al., 2003; Heumann et al., 1987; Gomez-Pinilla et al., 1990; Araujo et al., 
1992; zusammengefasst in Bruce-Keller, 1999). Diese Feststellung widersprach den Ergeb-
nissen bisheriger eigener Laborversuche (Piña et al., 2004) und der Beobachtung unter Elekt-
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roläsion mit Immunmodulation (siehe oben). Um den Zusammenhang zwischen Ausprägung 
an Mikroglia-Aktivierung, Überleben und Integration der NSC unter Immunodulation erneut 
zu verifizieren, sind weitere Untersuchungen auf z. B. Funktionaliät, Anzahl der Neurone und 
Struktur des Microenvironments notwendig. 
 
In der Versuchsreihe mit der Transplantation in die intakte Inselrinde wurde kein eindeutiger 
Unterschied zwischen den immunmodulierten Gruppe und der Kontrollgruppe festgestellt.  
Hinsichtlich der aktivierten Makrophagen in der peripheren Zone lagen die Immungruppen 
etwas vor der Kontrollgruppe (n. s.). In der zentralen Zone führte die Kontrollgruppe leicht 
vor Minocyclin und Indomethazin (n. s.). Zu erwarten wäre eine deutliche Abnahme der akti-
vierten Makrophagen unter Immunmodulation gewesen (Hoehn et al.; 2005, Monje et al., 
2003; Ekdahl et al., 2003). Anscheinend konnte hier kein Immunmodulator entscheidend auf 
die körpereigene Abwehrreaktion gegen transplantierte Stammzellen wirken (Brown et al., 
2009). Durch die systemische Immunmodulation wurde die Abwehrreaktion direkt am Trans-
plantat vermindert, wobei eine allgemeine Aktivierung des Immunsystems mit Beteiligung 
der Penumbra nicht vollständig unterdrückt wurde. Möglicherweise spielte hier die 
neuroprotektive, antiinflammatorische Wirkung der transplantierten Stammzellen eine wichti-
gere Rolle und reduzierte die Entzündungsreaktion insgesamt (Einstein et al., 2003; Pluchino 
et al., 2005). Die Wirkung der Immunmodulatoren fiel dabei nicht signifikant ins Gewicht.  
 
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass Minocyclin nach Elektroläsion mit und ohne 
Transplantation von NSC eine tendenziell stärkere Aktivierung an Mikroglia auslöste. Ob sich 
diese nun letztendlich positiv oder negativ auf das Gewebe und die transplantierten NSC aus-
wirkte, konnte durch die eingesetzten Untersuchungsprozeduren und der aktuellen, sich wi-
dersprechenden Ergebnisse in der aktuellen Forschung nicht eindeutig geklärt werden. Eine 
genauere Analyse von Dosis und Wirkung des klinisch verwendeten Medikamentes ist daher 
notwendig, um eventuelle Nebenwirkungen im klinischen Einsatz zu verhindern.  
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